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Suivant une tendance a la généralisation, contre laquelle on 
ne saurait trop réagir, on incline souvent, malgré les enseigne- 
ments de la pharmacodynamie, a admetire qu'une substance 
donnée provoque les mémes‘actions sur les animaux les plus 
divers. En fait, une telle conception ne se vérifie complétement 
en aucun cas; elle est, d’ailleurs, invraisemblable a priori, en 
raison des différences de constitution chimique qui caractérisent 


les espéces animales (1). 


A ce point de vue, l’exemple de la toxine diphtérique est topique; il suffit, 
en effet, d’expérimenter sur un petit nombre d’animaux pour constater des 
variations profondes dans le mode d’action, pour observer un abaissement 
considérable, parfois méme la suppression du pouvoir toxique. 

Aussi, peut-on distinguer schématiquement, suivant leur susceptibilité 
vis-a-vis du poison diphtérique, trois groupes d’animaux : 

a) Animaux sensibles, tels que Pigeon, Cobaye, Lapin; 

b) Animaux trés peu sensibles, tels que Souris, Rat, Hérisson ; 

ce) Animaux réfractaires, tels que Crapaud, Grenouille. 

Ainsi, il existe des degrés extrémement variables dans la toxicité du poison 
diphtérique pour les diverses espéces animales, et, qui plus est, parmi celles-ci, 
certaines présentent une immunité plus ou moins complete. 


(1) Voir, Ace sujet, les expériences relatives 4 la réceptivité de deux espéces 
voisines de Grenouille (Rana esculenta et Rana temporaria) pour un méme 
Trypanosome. A. Laveran et A. Persit. Comptes rendus de l’Acad. des Sciences, 


t. CXLIX, p. 800-302, 1910. 
4h 
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I. — Rgtsistance pu RAT A LA TOXINE DIPHTERIQUE. 


Parmi les animaux communément employés dans les labo- 
ratoires, le Rat blanc (1) se distingue par sa résistance vis-a-vis 
de la toxine diphtérique ainsi que l’ont indiqué E. Roux et 
A. Yersin (1888), puis E. Roux et A. Borrel (1898). Ces cons- 
tatations ont recu pleine confirmation des recherches de 
L. Cobbett (1899), qui s'est attaché, en outre, a préciser la dose 
& laquelle succombentles Rats : pourtuer un Ratde 75a 110 gr., 
l'auteur anglais devait injecter 600 & 700 fois autant de toxine 
que pour tuer un cobaye de 250 grammes. 

Il est bien évident que ces chiffres ne peuvent prétendre qu’a 
une approximation assez vague, par suite d’une foule de causes, 
au premier rang desquelles figurent notamment le mode de 
préparation de la toxine, sa toxicité, la résistance individuelle 
des sujets d’expérience, etc... 

Sous ces réserves, on peut admettre qu'un Rat pesant environ 
100 grammes peut impunément recevoir par voie sous-cutanée 
1 cent. cube d’une toxine diphtérique, tuantle Cobaye de 250 er. 
en 36 heures & la dose de 0,01 cent. cube et en 56 860 heures a la 
dose de 0,0025 cent. cube; avec 2 cent. cubes, le résuitatn’est pas 
constant, car si la majeure partie des animaux résistent, certains 
peuvent succomber; & partir de 3 cent. cubes, Ja mortestla régle. 
En d’autres termes, alors que, par injection sous-cutanée, une 
dose de toxine diphtérique approximativement égale & 1/25.000 
du poids somatique détermine la mort du Cobaye et du Lapin 
en moins de deux jours, il faut dépasser le 1/100 pour obtenir 
ce résultat chez le Rat blanc. 


Toutefois, il est A noter que la répétition des injections est en général assez 
mal supportée par ce Rongeur et, comme c’est le cas pour nombre de toxines, 
ladministration renouvelée, 4 quelques jours d’intervalle, dune dose infra- 
mortelle détermine de graves désordres et méme la mort. On ne peut prati- 
quer des inoculations successives, sans trop nuire a l’animal, qu’A la condition 
despacer les injections et de n’administrer que des quantités sensiblement 
inférieures a la dose mortelle; encore, certains sujets peuvent-ils succomber 
ainsi qu’il ressort du tableau suivant : 


(1) D'aprés J. Kuprianow, le Rat gris (espéce non précisée) jouirait d'une 
immunilé encore plus marquée. 
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FATS BLANCS 


N°s d’observations. ce 2 3 4 5 6 if 


8 
Potdsi.en gr... 220 150 120 0 130 470 130 450 
146 mai...'. . . Injection sous-cutanée de 4 c.c. de toxine diphtérique. 
NOTING Cy eo boo ep OLS 155 445 475 131 168 145. (*) 455 
20 mai. ... .. Injection sous-cutanée de 1 ¢.c. de toxine diphtérique. 
2A TRA, mat thas ot OBO 450 410 70 130 168 165 459 
28-mai. 0... « 200 140 Goa) 155 110 165 420 140 
eTULDEeres goers SS 155 » 170 130 170 130 455 
Injection sous-cutanée de 0,5 c.c. de toxine diphtérique. 
UU Mnes aes 180 160 » 165 130 175 125 155 
13, 18 et 23 juin. Injection sous-cutanée de 0,5 c.c. de toxine diphtérique. 
26 Wie | ee 190 170 » 160 140 190 135 173 
Jer juillet... . Injection sous-cutanée de 0,5 c.c. de toxine diphtérique. 
Sapuitlets — -5 2° 190 180 » 135 170 210 130 170 
15 juillet... . . Les rats bien portants, 2, 5, 6 et 8, recoivent seuls, par 
voie sous-cutanée, 0,5 c.c. de toxine diphtérique. 
ee quillete 52) 2 165 170 » 135 170 200 130 170 


2, 5, 6 et 8 recoivent, par voie sous-cutanée, 0,5 c.c. de 
toxine diphtérique. 
SEAOUU bey. ces, «, 160 150 » 435 165 185 118 160 


(*) Femelle en gestation ayant avortée. 
(**) Le rat n° 3 meurt avec lésions nettes du rein, du foie et de la rate. 


Les 7 Rats survivants (1) sont mous et paresseux a se 
mouvoir; ils sont sacrifiés pour servir & d’autres expériences; 
leur foie est gras et nécrosé par places. 


Le mode d’administration joue, d’ailleurs, un rdéle important au point de vue 
du pouvoir toxique et cette action se manifeste beaucoup plus énergiquement 
lorsqu’on substitue 4 la voie sous-cutanée les voies intravasculaire ou intra- 
colomique, ou surtout intracérébrale. Dans ce dernier cas, ainsi que l’ont 
montré E. Roux et A. Borrel, une dose de 0,1 cent. cube est souvent suffi- 
sante pour entrainer la mort d’un Rat adulte, ce qui semble bien indiquer 
que le cerveau de ce Rongeur est sensible 4 la toxine. Aussi, ces sayants 
mhésitent pas A conclure que « l’'immunité du Rat vis-a-vis du poison diphté- 
rique ne tient point a une résistance des cellules nerveuses »... On ne saurait 
davantage attribuer cet état réfractaire 4 des propriétés antitoxiques du sang 
ni des tissus. En effet, J. Kuprianow a montré, dés 1894, que les macérations 
dorganes de Rat neuf injectées au Cobaye n’influencent pas I’action des 
cultures de Bacille diphtérique et que le sérum sanguin n’agit pas non plus 
sur les cultures vivantes de diphtérie. 


Le dosage du pouvoir antitoxique du sérum chez le Rat blanc 
neuf corrobore ces résultats : évaluée d’aprés la méthode de 


(1) Chez nombre de Rats, j'ai observé l’alopécie étudiée par H. M. Goodman. 
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P. Ehrlich, cette teneur n’atteint pas 0,25 d’I. E. par cent. cube; 
on ne peut donc vraisemblablement songer 4 lui attribuer un 
role dans l’immunité relative dont jouit naturellement le 
Rat. 

A ce point de vue, il est 4 noter que la sensibilité des espéces 
zoologiques n’est pas toujours en rapport avec le pouvoir pro- 
tecteur du sérum; c’est tout au moins ce qui semble résulter de 
V’examen comparatif du Pigeon, du Cobaye, du Lapin et du Rat ; 
ce sont la, en effet, quatre animaux chez lesquels le pouvoir 
antitoxique du sérum est pratiquement nul (1), mais dont la 
résistance varie dans de larges limites : pour tuer strement le 
Rat, il faut lui administrer par voie sous-cutanée plus de 100 fois 
la dose mortelle pour le Pigeon et le Cobaye. 

En raison de son. état réfractaire vis-a-vis de la toxine, le Rat 
se distingue donc parmi les divers Mammiféres étudiés jusqu’a 
ce jour, et, & s’en rapporter aux expériences de A. Strubell, il 
résiste, toutes choses égales d’aillcurs, & des doses plus élevées 


que le Hérisson (2). 


II. — RacrTIONS TISSULAIRES CONSECUTIVES A L INJECTION 
DE TOXINE DIPHTERIQUE CHEZ LE LAPIN ET CHEZ LE Rat. 


Aprés avoir examiné la résistance générale du Rat vis-a-vis 
de la toxine diphtérique, il convient de compléter cette premiére 
indication par l'étude comparative des viscéres chez ce Rongeur 
et chez un animal sensible, le Lapin par exemple, dont l'étude 
a fait objet de nombreuses recherches. 


(1) Le sérum du Pigeon ne tilre pas 0,25 d'I. E. par cent. cube; ceux du 
Cobaye et du Lapin, pas 0,5 @I. E. par cent. cube. 
(2) Voici quelques résultats empruntés 4 A. Strubell : 


POIDS DOSE INJECTEE 
du par voie sous-cutanée RESULTATS 
Hérisson. en cent. cubes. 
700 grammes. : i 
730 ae 0,5 Mort en 10 jours. 
1.000 grammes. 2» Mort en 7 jours et demi. 
1.100 grammes. 4» Mort en 9 jours et demi. 
750 grammes. 6 » Mort en 4 jours et demi. 
700 grammes. 4 » Mort en 6 jours et demi. 
800 grammes. 8 » Mort en 4 jours et demi. 
950 grammes. 0,3 Survit. 
Dott Survit. 


€50 grammes. 


* 
: 
‘ 
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Comme E. Roux et A. Yersin l’ont indiqué dés 1888, les lésions dominantes 
chez le Lapin siégent au niveau du foie (fig. 1). Une proportion de cellules, 
en général élevée, souvent méme la presque totalité, est atteinte : le cyto- 
plasma présente de la dégénérescence granulo-graisseuse et les noyaux sont 
le siége de phénoménes extrémement accusés de pyknose et surtout de 
karyorrhexis. 

Les lésions du rein ne sont guére moins graves ; le segment a bordure en 
brosse est nécrosé; en nombre de points, les tubes se desquament, a des 
degrés divers de leur reyétement épithélial ; la lumiére canaliculaire s’obstrue 
ainsi de débris cellulaires plus ou moins altérés; dans certains cas, les 


: we 
O-CONSTANTR 


Fic. 1. — Coupe de foie de Lapin ayant succombé a linjection intravei- 
neuse de 0,05 gr. de culture de Bacilles diphtériques. Nécrose de coagula- 
tion, pyknose et karyorrhexis. 


cellules sont encore parfaitement reconnaissables, mais, en général, il s’agit 
dun magma granuleux parsemé de débris nucléaires; enfin, on notera 
Vintensité des lésions qui frappent les tubes droits : fréquemment ceux-ci se 
présentent comme des canaux complétement dépourvus de revétement 
épithélial et obstrués par un bouchon granuleux, riche en particules basophiles. 

La surrénale est congestionnée et profondément altérée. 

Quant a la rate, en particulier dans Je cas ot la toxine est injectée dans 
l’épaisseur du parenchyme, sa structure est bouleversée; la majeure partie 
des cellules propres a disparu et les corpuscules de Malpighi sont presque 
complétement détruits; en nombre de points, le parenchyme est réduit 
a une bouillie formée d’hématies, de leucocytes et surtout de débris 
cellulaires (fig. 2), parmi lesquels on ne distingue guére que des fragments 
nucléaires (pyknose et karyorrhexis). 
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Au niveau du systéme nerveus, les altérations les plus manifestes consistent 
en de la pyknose (1). 


Chez le jRat, il en va tout autrement : un animal pesant 
100 grammes peut recevoir, par voie sous-cutanée, une dose 
de toxine diphtérique 10 fois supérieure & la dose mortelle pour 


Fic. 2. — Coupe de rate de Lapin ayant succombé a linjection sous-cutanée 
de 0,1 cent. cube de toxine diphtérique. Pyknose et karyorrhexis. 


le Lapin, sans que, dans la majorité des cas, on constate 


de lésions histologiques manifestes au niveau de la rate, de la 


surrénale, du cerveau, du foie ni du rein. Certains sujets pré- 
sentent bien des modifications cellulaires, mais il s’agit de lésions 


(1) De nombreuses recherches (Oertel, Hanot, Bulloch et Schmorl, Barbacci, | 


Babes, Welch et Flexner, Dubief et Brihl, Bezancon, Baldassari, etc...) ont, 
depuis longtemps, mis en évidence l’importance des altérations nucléaires 
dans l’intoxication diphtérique; d’aprés les descriptions de ces auteurs, ces 
modifications consistent essentiellement en des phénoménes de pyknose et 
de karyorrhexis. Certaines lésions nucléaires, cependant, ne rentrent pas 


dans ce cadre; c’est le cas, notamment, des noyaux des leucocytes poly-) 


morphes chez le Lapin. 

Indépendamment des phénoménes bien connus de pyknose et de karyor- 
rhexis, on observe dans les leucocytes 4 noyaux polymorphes un autre 
processus dégénératif, caractérisé par une inversion des affinités chroma- 
tiques ; les lobes nucléaires sont plus nettement distincts qu’a état normal 
et leurs réactions sont complétement modifiées; ils ont perdu la faculté de 
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légéres (1), dont Vintensité n’est en aucune facon comparable 
a celle des altérations qui siégent au niveau des organes des 
animaux sensibles ou du Rat ayant recu une dose mortelle. 
Parmi ces modifications, notons, entre autres, une hyper- 
trophie manifeste du noyau des tubes contournés du rein; son 
volume dépasse fréquemment le double des dimensions nor- 
males; il est irrégulier et renferme de tres nombreux et trés 
fins grains de chromatine, ainsi qu’an ou plusieurs nucléoles ; 
il affecte ainsi un aspect de noyau de cellule néoplasique qui 
tranche sur celui des éléments normaux (fig. 3). Cette hyper- 
trophie s’observe surtout 
chez les Rats et les Sou- 
ris sacrifiés 24 heures 
apres linjection sous- 
cutanée d’une dose de 
toxine variant entre 0,5 
a 1,5 p. 100 du poids 2 
somatique; elle fait dé- = 
faut, en général, chez les 
animaux qui succombent 
& Vintoxication diphtéri- Fre. 3. — Coupe de rein de Rat. Noyaux hy- 
que avec des lésions cel- pertrophiés consécutivement a Vinjection 
lair graves. aii sete eer 
Avec des doses plus  phiés. 
élevées de toxine diphté- 
rique, et, notamment, dans le cas de doses mortelles ou infra- 


mortelles répétées, la plupart des visctres du Rat offrent des 


CONSTANTIN, 


fixer les couleurs basiques usuelles pour prendre la teinture acide (fig. 4). 
Il est A noter qu’on ne saurait attribuer cette modification a un artifice de 
préparation; en effet, on la retrouve invariablement sur toutes les prépara- 
tions, alors que les noyaux normaux ou pyknotiques ne cessent d’étre 
basophiles. 

D’autre part, cette lésion présente ce caractére tres particulier de n’étre 
pas influencée par Je sérum antidiphtérique : chez le Lapin qui a regu 1 a 
2 cent. cubes de sérum antidiphtérique 24 heures ayant l’injection de 0,1 cent. 
cube de toxine diphtérique, les lésions sont trés minimes; elles se bornent a 
des phénoménes peu accusés de pyknose et de karyorrhexis, notamment 
au niveau des organes hémolymphatiques; mais, l’action protectrice du 
sérum ne s’étend pas a tous les éléments : l’allération nucléaire, que rend 
manifeste l’'inversion des affinités chromatiques, persiste, en effet, dans nombre 
de leucocytes & noyaux polymorphes (fig. 4). 

(1) Il faut tenir compte aussi du fait que le bouillon, qui sert de véhicule 
a la toxine, n’est pas sans action sur l’organisme du Rat. 
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lésions rappelant, par leurs traits essentiels, celles réalisées chez 
le Lapin. Toutefois, l’ordre d’intensité des altérations qui frap- 
pent les divers parenchymes est modifié; on retrouve entre le 
Lapin et le Rat des différences analogues & celles que signa- 
laient naguere E. Roux et A. Yersin entre le Lapin et le 
Cobaye : « Il est remarquable que la pleurésie, qui est la regle 
chez le Cobaye aprés l’inoculation de la diphtérie, ne se ren- 
contre que rarement chez le Lapin; 
au contraire, la dégénérescence du 
foie, qui est fréquente chez le Lapin, 
manque chez le Cobaye. » 

Chez le Rat qui succombe a l’admi- 
nistration de toxine diphtérique, au 
premier rang des organes lésés figu- 
rent d’abord le rein (fig. 5), puis le 
foie (fig. 6) et la rate (fig. 7). Dans cer- 
tains cas, le parenchyme rénal pré- 
sente des lésions d’une intensité trés 
grande (fig. 5): la plupart des tubes 
des divers segments renferment des 
débris cellulaires plus ou moins né- 
Fie Ae apularealieaate crosés, parfois agglomérés en eylin- 

de Lapin, ayant recu pré- Gres compacts. En second lieu, on 

ventivement du sérum an- observe un certain degré de nécrose 
arpa as eee de coagulation, surtout accusée au 
d’un certain nombre de jeu. Biveau du segment @ bordure en 
cocytes est devenu acido- brosse; cette dégénérescence s’ac- 
Pulley es compagne de pyknose; dans ce der- 
nier cas, ces processus aboutissent 
souvent & la destruction presque compléte de l’épithélium de 
revétement. Notons, enfin, une congestion vasculaire intense. 

Au niveau du foie (fig. 6), les modifications les plus mar- 
quées consistent en de la congestion vasculaire manifeste 
dans la zone centrale du lobule et en de l'atrophie des 
cordons de Remak. Comme chez le Lapin, il existe dela nécrose 
de coagulation et de la pyknose, mais celles-ci y sont infini- 
nen moins accusées et il n’y a pas de karyorrhexis mani- 
reste. 


Les lésions spléniques (fig. 7) sont caractérisées par un cer- 


LE RAT 674 eS 


Fic.5. — Coupe de rein de Rat ayant succombé a l'injection sous-cutanée de 

3:[cent. cubes de toxine diphtérique. Un certain nombre de tubes sont dé- 
rs. truits et leur emplacement occupé par du sang, s; d’autres renferment des 
5 cylindres denses, c; beaucoup ont subi la nécrose de coagulation, n. 


C. CONSTANTIN 


‘Fe. 6. — Coupe de foie de Rat ayant succombé a Vinjection intracérébrale de 
3 0,5 cent. cube de toxine diphtérique. Nécrose de coagulation, congestion 
. intense, destruction partielle des*cordons de Remak, début de pyknose. 
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tain degré d’ homogénéisation du parenchyme ainsi que par des 
phénoménes de pyknose et de karyorrhexis. 

En somme, dés que la quantité de toxine introduite dans 
lorganisme atteint une certaine limite, les éléments anato- 
miques du Rat réagissent vis-i-vis de ce poison a la fagon de 
ceux d’un animal sensible. Les altérations les plus profondes 
siégent au niveau du rein, et on ne retrouve ni la dégénéres- 
cence hépatique du Lapin ni la congestion hémorragique surré- 
nale du Cobaye. Ainsi, la fagon dont se comportent les divers 


of fe “a tg © Oe 
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Fic. 7. — Coupe de rate de Rat ayant succombé a l’injection sous-cutanée 
de 3 cent. cubes de toxine diphtérique. Pyknose et karyorrhexis. 


parenchymes organigues varie sensiblement suivant les 
espéces zoologiques et, pour chacune de celles-ci, il y a une 


hiérarchie dans les organes au point de vue de la gravité des 
lésions cellulaires. 


III. — PrrsisTaNcE DE LA TOXINE DANS L’ORGANISME. 


Les observations précédentes concordent pour montrer que 
limmunité relative du Rat vis-a-vis de la toxine diphtérique 
est en rapport avec la résistance & la dislocation des éléments 
anatomiques. A l’appui de cette conception, on peut faire valoir 


TD, 
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les expériences du genre de celle-ci: un Rat est anesthésié ; 
puis, avec les précautions habituelles d’asepsie, on met A nu la 
rate et on injecte dans l’épaisseur du parenchyme 0,2 a 
0,4 cent. cube de toxine diphtérique; ceci fait, on suture la 
paroi et on abandonne l’animal & lui-méme pendant vingt- 
quatre & quarante-huit heures ; au bout de ce temps, l’animal 
est sacrifié, la rate fixée, puis étudiée suivant les méthodes his- 
tologiques usuelles; alors que, chez le Lapin traité de cette 
fagon, une portion plus ou moins étendue du parenchyme splé- 
nique serait complétement détruite, chez le Rat, au contraire, 
les cellules demeurent & peu prés inchangées et les lésions se 
bornent & des troubles circulatoires et & quelques infarctus. 

I] est 4 remarquer d’ailleurs que les injections sous-cutanées 
de toxine reproduisent, au point de vue du mode d’action sur 
les cellules de lorganisme, des conditions assez comparables a 
Vinoculation intraparenchymateuse. 

En effet, injectons, par voie sous-cutanée, 1 a 2 cent. cubes 
de toxine diphtérique & un Rat adulte ; recueillons son urine et 
inoculons 3 & 5 cent. cubes de celle-ci, aprés avoir filtrée sur 
bougie, 4 un Cobaye de 250 grammes; lorsque les urines ont 
été émises de quelques heures & un — trois jours aprés linocu- 
lation, le Cobaye succombe (1) avec les lésions caractéristiques 


-de l’empoisonnement diphtérique (exsudats pleural et ccelo- 


mique, congestion pulmonaire, hémorragie surrénale, etc...) ; 
lorsque la survie est suffisante, une escarre apparait au point 
dinoculation. Mais, il suffit d’administrer préventivement au 
Cobaye 1 & 2 cent. cubes de sérum antidiphtérique ou encore 
d’additionner l’urine d’une quantité égale de ce méme sérum 
pour empécher l'apparition de ces divers phénoménes. Ainsi, 
de la toxine diphtérique traverse l’organisme du Rat, en conser- 
vant intactes ses propriétés essentielles, aprés avoir baigné les 
cellules de lorganisme. 


TV. — Liimmuniri cELLULAIRE. 


‘On est donc amené a conclure, avec A. Calmette et 
A. Deléarde, dans leurs recherches sur les venins, que « ...1’état 


“(1) L. Cobbett n’a observé qu'une fois la mort de l’animal. 
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dimimunité naturelle & l’égard des toxines n’implique nulle- 
ment l’existence, dans ie sang des animaux réfractaires, de 
substances antitoxiques spécifiques et que ces substances, lors- 
qu’elles existent, ne sont jamais assez actives pour expliquer 
Vimmunité relativement solide dont jouissent ces animaux » 


Fic. 8, — Coupe de rate de Rat. Fausse membrane m, développée 
consécutivement a l'injection intrasplénique de toxine diphtérique. 


et que celle-ci est en rapport avec une résistance cellulaire, 
constatable morphologiquement. 

En somme, les cellules du Rat se comportent d’une facon 
comparable & celles des organismes monocellulaires, mises en 
contact avec les toxines. Chez ceux-ci, comme l’a montré 
O. Gengou, il ne se produit pas de lésions, bien qu il ne puisse 
étre question ni d'un pouvoir antiloxique du sang ni d’une 
élimination rapide des toxines injectées, puisque ces organismes 
se meuyent dans le milieu toxique et sont, par conséquent, tou- 


We, 
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jours en contact avec celui-ci. La seule explication plausible est 
qu il s’agit de limmunité histogéne de Behring (ou cytologique 
de L. Camus et E. Gley). 

ll est trés vraisemblable, d’ailleurs, qu’il existe des degrés dans 
celte immunité relative des éléments anatomiques des divers 
organes (1); ei tout cas, on peut observer une discordance 
dans les effets de la toxine diphtérique; c’est ainsi qu’une injec- 
tion intrasplénique de toxine, incapable d’entrainer la mort, ou 
méme simplement des altérations manifestes, peut cependant 
provoquer, dans quelques cas, la formation de fausses mem- 
branes fibrineuses & la surface de la rate (fig. 8). 


Kn résumé, le Rat présente vis-a-vis de la toxine diphtérique 
un état réfractaire assez marqué, supérieur & celui de la plu- 
part des autres mammiféres ; en dehors des réactions leucocy- 
taires et des propriétés du sérum auxquelles on attribue géné- 
ralement la prééminence dans les phénoménes d’immunité 
naturelle, il convient donc, dans le cas de ce Rongeur, d’attri- 
buer un role important a la résistance propre des éléments 
anatomiques de l’organisme (2). 
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ETUDE MORPHOLOGIQUE ET BIOLOGIQUE 


SUR « TRYPANOSOMA PECAUDI » 


par OGAWA. 


(Travail du Laboratoire de M. Mesnil, a l'Institut Pasteur.) 


Au cours de l’infection par le Trypanosoma pecaudi, virus de 
la Baléri, chez les animaux, le parasite se présente sous deux 
formes différentes, l'une longue et effilée, l'autre courte et 
trapue. Au début des recherches sur la Baléri, Pécaud était 
incliné 4 croire qu'il s’agissait bien, au point de vue morpho- 
logique, d'une infection double due a deux trypanosomes 
despéces différentes, mais il n’a jamais pu appuyer son hypo- 
thése sur des preuves. Dans ses nombreuses expériences, Lave- 
ran n’a pas réussi non plus a séparer les deux formes. 

Il était donc intéressant de rechercher le rapport existant 
entre l’allure de l’infection et apparition des deux formes dans 
le sang des animaux en expérience, et de se demander si ces 
deux formes, si différentes morphologiquement, le sont aussi 
par leurs caractéres dans certaines conditions expérimentales. I] 
était bon aussi de donner, de ce Trypan. pecaudi, si souvent 
rapproché d’espéces pathogénes de |’Afrique orientale ou du 
Congo central, une étude biométrique comparable a celle aux- 
quels ont été soumis les trypanosomes en question. Nous avons 
dans ce double but entrepris, sur les conseils de M. le profes- 
seur Mesnil, ]’étude morphologique et biologique de ce trypa- 
nosome. 

Pour cela, nous avons employé des cobayes et des souris 
infectés avec un virus rapporté du Dahomey par le D™ Bouet ; 
il existait au laboratoire de M. Mesnil depuis 1908; il y était 
conservé sur cobayes. 

Nous résumons les observations de 15 cobayes et 10 souris 
dans les tableaux suivants : 
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Tasteau I. — Observations sur les cobayes. 


DUREE DUREE TOTALE 


INOCULATION de l’incubation de l'infection 
(jours). (jours). 


22 

13 

» & 

Du 9¢ au 14¢ jour. 47 

» 20 

» 21 

Du 5¢ au 7 jour. . 
» 

40° jour. V4 

» 45 

Du 12° au 18¢ jour. 22 

» 45 

Du 10° au 14¢ jour. 16 

Du 14¢ au 12¢ jour. 24 

Du 11° au 12° jour. 20 


Sous-culanée. 
Id. 
GL. 
Id. 

Id. 
Intrapéritonéale. 
Sous-cutanée. 
Intrapéritonéale. 
Sous-cutanée. 


ASwer rane Now k wr wo 


TasLeau I]. — Observations sur les souris. 


DUREE DUREE TOTALE 
INOCULATION del'incubation| de l’infection 
(jours). (jours.) 


Sous-cutanée. 


— 
I Ot Of iS 2 OF OF OF OD OF 


2 
2 
2 
2 
2 
4 
1 
4 
2 
1 


L'infection chez les animaux en expérience s'est toujours 
terminée par la mort. Chez les cobayes, la durée moyenne de la 
maladie a été de 16 jours, au maximum de 24 jours, au mini- 
mum de 8 jours. L’incubationa duré de 2a 6 jours. Les 7 cobayes 
ont été atteints de crise le 5° jour au plus tét, le 12° jour au 
plus tard, et la crise a duré de 1 & 3 jours. 

Chez les souris, la maladie a affecté une forme plus rapide 
que chez les cobayes. La durée moyenne a été de 6 jours, au 
maximum de 15 jours, au minimum de 4 jours. Il n’y a jamais 
eu de crise. L’incubation n’a duré que 2 jours en général. Une 


Ane 


Nombre moyen des Trypanosomes par champ 


TRYPANOSOMA PECAUDI 679 


seule souris de 25 grammesa présenté une incubation de 4 jours. 
En revanche, chez 3 souris, l’apparition des trypanosomes dans 
le sang a eu lieu dés le lendemain de !’inoculation. 

Au début de infection, 4 ’examen microscopique du sang 
pris & Voreille des cobayes et & la queue des souris, les trypa- 
nosomes étaient extrémement rares. Les parasites, dés leur 
apparition dans le sang, se sont multipliés constamment, excepté 
pendant la période de crise, quand elle a existé. En cas de 
crise, ils diminuaient notablement ou disparaissaient tout a fait. 
Dans tous les cas, on a constaté, dans la derniére période de 
Vinfection, une augmentation considérable du nombre des 
parasites. 

Les courbes suivantes donnent des exemples du nombre des 
parasiles au cours de l’infection. Ces trypanosomes ont été 
examinés dans les préparations fixées et colorées. 


La ligne verticale représente le nombre moyen de trypanosomes par champ 
(Leitz, oculaire compensateur 8, objectif, immersion 8 millimétres, longueur 
du tube 152 millimétres), la ligne horizontale les jours de l’infection. 


JUILLET 1912. 


-Courbe 1. 


Tracé des parasites chez le cobaye 76, 
inoculé le 415 juillet 1912. 


SEPTEMBRE 1912. 


# Courbe 2. é * *Courbe'3. 


Bags des parasites chez le cobaye 215, Tr. chez cob. 18, 
inoculé le 27 avril 1912. inoc. 42 avr, 1912. 


43 
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Be JUILLET 1912. 


JUILLET 1912. 


Courbe 4. . Courbe Be 


Tracé des parasites chez la souris 
n° 8, inoculée le 9 juillet 1912. n° 9, inoculée le 12 juillet 1942. 


MorePHOLOGIE. 


Les deux formes, longues-effilées et courtes-trapues, se sont 
présentées chez tous les animaux en expérience. A |’état frais, 
entre lame et lamelle, les trypanosomes se montrent d’une 
grande mobilité, tantét s'agitant sur place, tantot s’avancant 
avec rapidité. On peut facilement se rendre compte que les 
formes longues, munies d'un flagelle libre, sont généralement 
plus vives que les formes courtes-trapues. 

Dans les frottis de sang fixé aux vapeurs osmiques (solution 
aqueuse & 2 p. 100) a l'état humide quinze secondes et coloré 
au Giemsa, on distingue trés nettement les deux formes. Les 
unes ont le corps protoplasmique long et mince avec un flagelle 
dont la partie libre est assez longue, et avec l’extrémité posté- 
rieure plus ou moins effilée. Les autres sont courtes et larges 
avec l’extrémité postérieure mousse ou en trone de céne; le 
protoplasma se prolonge jusqu’a l’extrémité antérieure comme 
chez le Trypanosoma dimorphon. La membrane ondulante est 
assez développée, mais peu plissée; elle est plus large chez les 
formes courtes que chez les formes longues. 

Vers le milieu du corps, on trouve un noyau compact; il est 
plus ou moins allongé dans le sens de |’axe du corps dans les 
formes longues, et arrondi dans les formes courtes. Le blépha- 
roplaste sphérique, parfois ovalaire, est placé, dans les formes 
longues, & 2 ou 3 environ de l’extrémité postérieure, tandis 
qu'il est situé, dans les formes courtes, tout prés de l’extrémité 
postérieure. 

Dans le protoplasme teinté en bleu, on distingue parfois, prin- 
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cipalement dans la moitié antérieure, des granulations plus ou 
moins grosses qui se colorent en rouge foncé. Dans les formes 
courtes, on voit souvent une vacuole ronde située prés du 
Dlopharoplaste: 

Dans l’étude morphologique du Trypanosoma rhodesiense, 
Stephens et Fantham ont décrit, chez les rats infectés, une 
forme particulire dont le noyau est situé tout prés de l’extré- 
mité postérieure. Récemment, Yorke et Blacklock ont observé 
la méme forme également chez le Trypanosoma equiperdum. 


oes 


Fic. 1 et 2, Formes longues; 3 et 4, Formes intermédiaires; 
5 a 8, Formes courbes. 


Parmi les formes courtes et trapues du Trypanosoma pecaudi 
dans le sang des cobayes et des souris infectés, nous avons noté 
aussi, & la suite de Wenyon, Laveran et Nattan-Larrier, des 
individus avec le noyau situé prés de l’extrémité postérieure 
(a une distance variable) ou méme rarement en arriére du 


blépharoplaste (1 fois sur 823 trypanosomes examinés dans une 


préparation de sang de cobaye infecté). 
En outre, on voit souvent des formes intermédiaires munies 
dun flagelle court. 


Les dimensions des trypanosomes en p. sont les suivantes : 


Formes longues-effilées, .. } a me : = ee 
12 430 yp de long, 
2,5a 4 uw de large. 

21 #423 » de long, 
eicane 4,54 2 yp de large. 


Formes courtes-trapues. .. : 


Formes intermédiaires. 


gh hl 
ane 
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Quant a la structure du protoplasme et du noyau des deux 
formes du Trypanosoma pecaudi, on ne peut y trouver de diffé- 
rences en ce qui concerne la sexualité. 


APPARITION DES DEUX FORMES DANS LE SANG 
DES ANIMAUX INFECTES. 


Au cours de l’infection, on peut constater une proportion 
remarquable entre le nombre des formes longues et celui des 
formes courtes. Les formes longues et les formes de division 
apparaissaient d’abord dans le sang. Les formes courtes se 
présentaient seulement quelques jours aprés l’apparition des 
premiéres formes. 

Quand la maladie durait assez longtemps (c’était le cas presque 
toujours pour les cobayes), dés:la période moyenne, les formes 
courtes se présentaient en nombre notable. Puis, dans la der- 
niére période de Vinfeclion, c’étaient de nouveau les formes 
longues qui ominaient. Laveran a noté des variations sem- 
blables chez les rats infectés. 

Chez les animaux qui succombaient rapidement (c’était le 
cas presque toujours pour les souris), les formes longues étaient 
en nombre bien supérieur & celui des autres pendant tout le 
cours de l’infection. 


TasLeau. II]. — Nombres des trypanosomes considérés dans 
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L’étude biométrique met bien en évidence les faits que nous 
venons de décrire (tableaux III, IV, V, VI). Il en résulte clai- 
rement que le tableau des parasites différe notablement suivant 
le jour de Vinfection et l’espéce animale. 

Les trypanosomes (dans les préparations fixées 4 1’état humide 
aux vapeurs osmiques et colorées au Giemsa) ont été projetés a 
un grossissement de 2.000 diamétres & l’aide de la chambre 
claire et mesurés avec un curyimétre d’un millimétre d’entre- 
dent (1/2 u par conséquent). La longueur a été prise dans l’axe 
du corps, de l’extrémité postérieure au bout du flagelle libre. 
Nous avons absolument négligé les formes de division. 100 try- 
panosomes par jour d infection, chez 2 cobayes (n®* 18 et 76) 
et 2 souris (n° 8 et 9), au total, 2.500 trypanosomes, ont été 
examinés. 


Cobaye n° 76, du poids de 440 grammes, est inoculé avec le Trypanosoma 
pecaudi le 15 juillet 1942. 

L’inoculation est faite sous la peau avec le sang d’un cobaye fortement 
infecté. Le 18 juillet, 4 ’examen microscopique du sang pris a l’oreille, les 
trypanosomes sont extrémement rares. Les parasites, dés leur apparition, se 
multiplient constamment. Cependant, ils diminuent notablement du 23 au 
25 juillet. Le 31 juillet, !animal meurt. On a constaté, a la derniére période 
de l’infection, une augmentation considérable du nombre des parasites. (Voir 
courbe 1, p. 679.) 

Cobaye n° 18, du poids de 495 grammes, est inoculé dans le péritoine, le 


eurs, chez le cobaye n° 76, du 20 au 29 juillet 1912. 


————— 


3 | 23,5 


St ee ee 
= DD OF EB CO > B= OD Ot Oe 


01 3,3 


24 |!24.5 | 25 | 25,5 | 26 | 26,5 | 27 | 27,5 | 28 | 28,5 | 29 | 29,5 | 30 | 30,5) 34 | 34,5) 32 | 32,5 


_ 
OmOIORE DES 


— 
— 


5,7| 4,716,3| 5,9 |4,5| 4,2 [3,9] 2,2 [2,8] 2,0 ]2,4] 1,4 }1,4] 0,4 /0,21 0,4 0,1] 0,1 


de 
Vinfection. 49 49,5 920 20,5 24 21,5 22 22,5 23 23,5 24 
Te 4 0 0 0 4 0 4 2 6 7 4 
8e 4 2 3 3 0 2 4 2 3 2 4 
Au total : 2 2 3 3 4 2 4 3) ’) 8 
P. 100. { £ ) tbo 2.5.) 038 eg Ma an ie See Eee h 
) SR SR LS aE TE SS LL EL LE LT ELE 
Tasteau. V. — Nombre des trypanosomes considérés dans 
JOUR LONGUEURS EN up. ~ 
de = 
Vinfection. | 43,5] 44 | 14,5] 15 |45.5] 46 | 46,5) 17 |47,5) 18 | 485] 19 | 12,5) 20 | 20.5) 24 | 24 
6: o| 0} of} of © | Ot 06 0) 04) 25) Ore oe) ees 
7e 0 0 0 0 if 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 2 2 
se 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2 4 5 0 2 4 3 
ge 0 4 0 2 0 4 5 3 Oa be il 5 0 2 4 5 1 
10° Pe 4 2 i 5 4 6 7 2 4 2 2 0 1 3 3 : 
Aine 0 4 0 0 0 3 5 2 2 2 3 8 2 6 3 2 : 
42° 0 0 0 0 0 0 4 4 0 3 5 7 5) 5 4 3 4 
43e 0 0 1 0 0 0 if 2 4 2 3 8 4 i 3 2 : 
44° 0 0 3 0 0 1 2 2 0 4 it al 3 =) 2 5 J 
1he 0 0 i 0 0 4 0 4 0 2 ‘i 2 4 Y, 4 8 ( 
Au total: | 2 3 I g 6 AO | 20h 233 Eee 6 2S oe eke aaies 21 | 38 : 
P. 100. | 0,2] 0,3] 0,7] 0,9] 0,6] 4,0] 2,0/2,3/ 1,4] 2,6] 2,3/ 3,8] 4,5] 3,6/2,4 | 3,8] 3 
TasLEau VI. — Nombres des 


JOUR 


de 


P00: 


Pinfection. 418 
ES —Sas 

3° 0 

Le 4 

Be ul 

Au total : 2 


bo 


trypanosomes considérés dans 


LONGUEURS EN wu 


24,5 


3 


22 | 22,5 
0 3 
0 4 
5 ue 
5 14 


23 


il 


bo 


— | —— |§ ——— | ———— | — | |__| 


23,5 | 24 | 24,53] 25 
3 | 9 | 5 )ag 
4) a3 ee 
4 | 4a | 4 fag 
13° f 33 |-t0 [om 


LONGUEURS EN pu 


28,5 | 29 


li 
veurs, chez la souris n° 8, du 14 au 28 juillet 19142. 


LONGUEURS EN p. 

if 23,5| 24 |24,5| 25 |25,5) 26 | 26,5) 27 | 27,5] 28 | 28,5 29 | 29,5] 30 | 30,5) 34 | 34,5 

(ee de ed ee 

7 Dl) Hal, Wel eye e8i lh sie Sill Wali 5 4} 4 1 shah ash Oe lh. 0) 400 
| 10) | 21 42 FS ad te) 7) 8) 8 la he 8 [oa LO TOL AON 0: 400 
Pee) S255) 2) O40} 168) 8 | 4 I Ele Se Da Wal Ocal 6 100 
eet | 6. fPiedke| 6): 6-2) 8) 41.2) a WN SEN TU Wl ey HOt 100 
Seo Tt a 6) 8 CD) 0) OM A Ol 0 OF 4 Oo 100 
i} 8 0 eee ey ae |g Nis cea al eer ys (et eS De m0 la 100 
Me eG ay MO ls) feeS a Gt te ebulfe oe fue all Dali NOU Be eae |e ms JRE | SO 400 
| SSN CSS Bet Tele Be ae fl Bl Be a SBP eS itis ells 100 
me 42) |) (6) | Bap FP S197) OT. Bh ON? Ot 0 4} 0] O} 0} 0 100 « 
et S| Wy Qk Ba By A cee} A ON Oa AT: 0] 0] 0 100 
bony 49 | 36 | 43 | 64 | 54 |.66 | 58 | 40} 29 | 4414.46) 211] 5] 5) 4) 2] 4 4.000 
15 | 4,91/5,614,3|6,4/5,4]6,6| 5,8] 4,0] 2,9| 41,4] 1,6] 2,1] 0,5] 0,5/0,4]0,2) 0,4 


LONGUEURS EN p. 


29,5 | 30 | 30,5 


686 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


12 aotit 1912. Les trypanosomes apparaissent dans le sang le 15 aout. Le 
cobaye succombe le 419 aotit. (Voir courbe 3.) 

Souris n° 8, du poids de 25 grammes, est inoculée sous la peau le 9 juillet 
1912. Le 13 juillet, les trypanosomes apparaissent dans le sang pris a la queue. 
Le 24 juillet, la souris meurt. (Voir courbe 4.) | 
Souris n° 9,du poids de 18 grammes, est inoculée sous la peau le 12 juillet. 


Elle succombe le 17 juillet. (Voir courbe 5.) 


Ss 
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TasLeau VII. — La courbe Cobaye n° 76. (Voir tableau III.) 
Wa COUnDE Riri Cobaye n° 18. (Voir tabteau IV.) 
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TasLeAu VIII. — La courbe Souris n° 8. (Voir tableau V.) 
La courbe ...... Souris n° 9, \Voir tableau VI.) 
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Les tableaux ci-dessus donnent la représentation graphique 
des résultats de nos observations. 

Dans les tableaux, la ligne verticale montre le nombre de 
trypanosomes et la ligne horizontale la longueur en p. 


Ces tracés d’ensemble different donc d’animal 4. animal, 
méme a l’intérieur d’une seule espéce (cobaye, souris). On 
voit ainsi, une fois de plus, avec quelle circonspection il faut 
se servir des tracés biométriques, méme résumant toute une 
infection, pour caractériser une espéce. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. 


Du sang riche en trypanosomes, pris au ceeur d’un cobaye 
infecté, était mélangé & de l’eau physiologique citratée et sou- 
mis aux différentes températures pendant des temps différents. 


Exe. 1. — A la température du laboratoire, au bout de 30 heures, beaucoup 


de trypanosomes se sont déformés. Une souris injectée avec du sang ainsi 


conservé a été infectée avec un retard de 4 jours sur le témoin. 

Aprés 4 jours, ona trouvé trés peu de trypanosomes d’aspect normal et 
mobiles. Le sang injecté 4 une souris n’a pas produit d’infection. 

Au bout de 6 jours, la plupart des parasites étaient détruits et les autres 
étaient déformés et d’une mobilité tres faible. 

Exp. 2. — A la glaciére, les flagellés se conservent mieux qu’a la tempéra- 
ture du laboratoire. Aprés 5 jours, les trypanosomes d’aspect normal et 
mobiles n’étaient pas rares. Aprés 8 jours, la majorité étaient altérés ou 
détruits, et au bout de 44 jours, il n’y avait plus que trés peu de trypano- 
somes encore vivants. 

Le sang injecté, au 3° jour, a une souris a produit linfection avec un retard 
de 7 jours sur le témoin. 3 souris injectées, aux 8°, 12e¢ et 14° jour, sous la 
peau (1/10 de cent. cube environ), ont succombé trés rapidement : lune en 
4 jours, les autres en 3 jours. Malgré cela, l’examen microscopique du sang et 
des organes a été toujours négatif. Comme ce fait nous semblait tres remar- 
quable, nous avons ensemencé, dans le milieu de gélose ordinaire, de ce 
sang conservé 4 la glaciére el du sang pris au cceur de !’une des souris ayant 
succombé, et nous les avons mis a l’étuve A 37 degrés. Mais aucune bactérie 
ne s’'y est développée. Quelle est done la cause de la mort des animaux? 
Sil s’agissait d’une toxine due a la destruction du corps des trypanosomes, 
ce serait une toxine trés labile, car linjection, faite avec le sang conservé 
jusqu’au 23¢ jour, A une souris, a donné de nouveau un résultat négatif. 

Exp. 3. — A une température variant entre — 5 et — 10 degrés (dans un 
mélange de glace et de sel), au bout de 1 heure, les trypanosomes étaient 
encore trés vifs et d’aspect normal. Ensuite, 4 une température entre — 20 et 
— 15 degrés, au bout de 30 minutes, on a trouvé dans le sang qui s'est décon- 
gelé et réchauffé,a la température du laboratoire, un grand nombre de trypa- 
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nosomes immobiles, déformés, détruits, et trés peu dindividus encore 
mobiles et d’ailleurs altérés. Une souris inoculée avec ces trypanosomes a 
été infectée avec un retard de 5 jours sur le témoin. 

Exp. 4. — A la température de 37 degrés, au bout de 2 heures, le sang con- 
tenait beaucoup de trypanosomes immobiles, mais légerement altérés. Au 
bout de 4 heures, la plupart étaient immobiles, fortement déformés ou 
détruits. Le sang injecté a une souris a produit l'infection avec un retard 
de 6 jours. 

Exp. 5. — A la température de 40 degrés,au bout de 2 heures, presque tous 
_les trypanosomes étaient détruits. L’inoculation 4 une souris a été négative. 


En général, les trypanosomes altérés se mettent en tétards 
ouen boules. A un stade d’altération plus avancé, le protoplasme 
disparait d’abord; dans les préparations colorées, on ne voit 
plus que le noyau plus ou moins pale et le flagelle avec le 
-blépharoplaste. 

Dans toutes ces expériences, aucune des deux formes du 
trypanosome n’a joui d’une propriété particulitre; elles ont 
été également sensibles aux influences nocives de la tempéra- 
ture. Nous n’avons pas réussi 4 séparer l'une de lautre. Dans 
tous les cas ot l'infection a été positive, on a retrouyé les deux 
formes du trypanosome dans le sang des souris. 


ACTION DES SERUMS, 


xX 


Du sérum de cobayes saignés a la période de crise a joui 
d’un pouvoir protecteur, c’est-a-dire que ce sérum, mélangé 
aux trypanosomes, allongeait notablement l’incubation chez les 
souris inoculées. 

Pour cette expérience, nous avons employé le sang d’une 
souris riche en trypanosomes, dilué dans l’eau physiologique 
citratée. Nous avons préparé cette dilution, en suivant les indi- 
cations de MM. Mesnil et Brimont, de facon qu'une goutte, exa- 
minée entre lame et lamelle & un grossissement de 350 dia- 
métres, montre une dizaine de trypanosomes par champ (Leitz : 
oculaire compensateur, 12; objectif, 8 millimétres; longueur du 
tube, 141 millimetres). Nous avons pris 1/10 de cent. cube 
comme dose étalon. 

On ajoute ensuite cette dilution au sérum, en différentes 
proportions, etaprés un certain temps de contact, ces mélanges 
sont injectés sous la peau du dos des souris. 


; 
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le thle he __———__""""""""” 


contre donne un 
exemple des résul- 
tats de nos expé- 
riences. 

Comme le mon- 
tre le tableau, le sé- 
rum, aux doses de» 
1/4 cent. cube et 
1/2 cent. cube, a 
retardé incubation 
de 3 jours, et, a 
4 cent. cube, de 4 
jours apres un con- 
tact de 10 minutes. 

Au contact du sé- 
rum, nous avons pu 
observer le phéno- 
méne d’ageglutina- 
tion des trypanoso- 
mes. Par exemple, 
le sang d’une souris, 
riche en trypano- 
somes, dilué dans 
Peau physiologique 
eitratée, était mé- 
langé, a partieséga- 
les, avec le séruin 
de la saignée du 14 
septembre 1912. Le 
tube contenant ce 
mélange a été mis 
a l’étuve a 37 de- 
erés. Nous en avons 
pris une goutte et 
examiné entre lame 
et lamelle tous les 
quarts d’heure pen- 
dant deux heures et 
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Tasieau IX. — Sérum de la saignée du 14 septembre 1912 


SANG TRYPAN. + SKRUM 
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demic. Das une demi-heure ou une heure, on a obtenu de belles 
agelomérations en rosace des éléments flagellés; ils se sont 
accolés par leur extrémité postérieure. 

Au bout de deux heures et demie, il y avait un assez grand 
nombre d’amas des trypanosomes agglomérés (agglomération 
secondaire). Tous les trypanosomes avaient encore leurs mou- 
vements propres; il n’y a eu aucune trypanolyse. 

Du sérum d’un cobaye neuf n’a donné, dans les mémes con- 
ditions, que de petites agglomérations non persistantes. 


ESssAl DE CULTURE. 


Nous nous sommes servis du milieu de Novy-Nicolle. Deux 
essais avec le sang pris au cceur de deux cobayes fortement 
infectés ont échoué. Dans ce milieu, les trypanosomes n'ont 
montré aucune multiplication, bien qu’il y efit des individus 
encore vivants aprés une vingtaine de jours. Nous avons observé 
une fois, au 6° jour de lensemencement, les trypanosomes 
en une rosace trés nette. 

Dans les tubes destinés & la culture, les trypanosomes se 
déforment en quelques jours. Des granulations trés réfringentes 
apparaissent dans le protoplasme et enfin les trypanosomes 
succombent. 

Les trypanosomes conservés dans le milieu de culture pen- 
dant 10 jours et injectés alors sous la peau a un cobaye n étaient 
plus virulents. L’examen microscopique du sang jusqu’au 
17° jour aprés Vinoculation restait négatif. Mais l’animal restait 
sensible & une nouvelle inoculation faite ensuite avec du sang 
d’un cobaye infecté. 


CONCLUSIONS. 


Nous pouvons résumer ainsi l'ensemble de notre travail : 

1° Dans le sang des animaux infectés du Trypanosoma 
pecaudi, nous avons toujours constaté, comme nos devanciers, 
Jes deux formes longues-effilées et courtes-trapues. En outre, les 
formes intermédiaires ne sont pas rares; 

2° Chez les formes courtes, nous avons constaté la présence 
du noyau postérieur, 4 fois sur 823 trypanosomes examinés; 
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3° Il ya un rapport certain entre l’allure de Vinfection et 
apparition des deux formes dans le sang des animaux en expé- 
rience. Ce sont les formes longues qui apparaissent d’abord 
dans le sang. Des la période moyenne de l’infection, les formes 
courtes se présentent tres nombreuses. Dans la derniére période, 
les formes longues dominent de nouveau. En cas d’infection 
@allure rapide, ce sont les formes longues qui sont les plus 
nombreuses pendant tout le cours de infection. Les tableaux 
et les tracés publiés donnent une idée précise de la présence et 
de la variation des diverses formes; 

4° Les deux formes sont également sensibles aux influences 
nocives des différentes températures. Par ce moyen, on ne peut 
pas séparer l’une de l'autre; 

5° Le sérum des cobayes saignés a la période de crise posséde 
un pouvoir protecteur contre l’infection expérimentale; 

6° In vitro, au contact des éléments flagellés avec le sérum, 
on constate le phénoméne d’agglutination spécifique ; 

7° Les essais de culture n’ont pas réussi. 
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SUR QUELQUES PRODUITS 
DE LA DECOMPOSITION DU DEXTROSE 
EN MILIEU ALCALIN (1) 


par A. FERNBACH et M. SCHOEN. 


L’action des alcalis sur les sucres a donné lieu a un nombre 
considérable de travaux. Mais la plupart des auteurs, abordant 
le probleme & un point de vue purement chimique, ont étudié 
Vaction brutale des réactifs dans des conditions fort éloignées 
des influences auxquelles le sucre peut étre soumis dans la 
cellule vivante. Cependant, on a reconnu de bonne heure que 
les transformations que subissent les sucres sous l’action des 
alcalis offrent de grandes analogies avec les processus biochi- 
miques de leur dégradation. 

L’analogie frappante entre les phénoménes de fermentation et 
la combustion & la lumiére solaire des corps ternaires en solu- 
tion alcaline a été, pour la premiére fois & notre connaissance, 
mise en relief par Duclaux. « Non seulement, dit-il, les produits 
de la combustion solaire sont tous des produits de fermentation, 
mais la méme substance fermentescible donne volontiers les. 
mémes produits, qu’on la brile au soleil ou qu’on la fasse 
fermenter » {1}. | 

Cette phrase se rapporte principalement & une observation 
des plus importantes de Duclaux, & savoir que le glucose et le 
lactose, exposés au soleil en solution alcaline et & l’abri certain 
de toute ingérence microbienne, donnent naissance a de l’alcool 
éthylique et a de l’anhydride aotboni ate ; 

Cette action de lalumiére solaire ne peut pasactuellement tre 
considérée comme spécifique, et la lumiére ne doit étre envi- 


(1) Un résumé de ce travail a été présenté a l Académie des Sciences, séance 
du 30 mars 1914, t. CLVIII, p. 976. 


son hat 
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sagée que comme une forme d’énergie qui intervient dans le 
phénoméne pour amorcer et accélérer la décomposition du 
sucre. Jia preuve en est que cette forme d’énergie peut étre 
remplacée par d’autres, notamment par I’énergie calorifique. 
U’est ainsi que E. Buchner et J. Meisenheimer [2], en faisant 
bouillir du sucre interverti avec de la soude concentrée, ont 
obtenu de l’alcool, caractérisé par sa transformation en éther 


.p-nitrobenzoique cristallisé, fait qui a été confirmé récemment 


par des expéricnces analogues de A. Jolles [3]. 

Dans ces cas, le rendement en alcool est minime par rapport 
au sucre mis en wuvre (1). Il est relativement beaucoup plus 
facile de transformer le glucose en acide lactique sous I’in- 
fluence des alcalis, réaction dans laquelle les divers auteurs qui 
se sont occupés de la question ont indiqué des rendements en 
acide lactique pouvant atteindre et méme dépasser 50 p. 100 du 
poids du sucre décomposé [4]. 

La dislocation de la molécule de sucre, soit par l’alcali et la 
lumiére solaire, soit par l’alcali et la chaleur, présente quelques 
caractéres tout particuliers, qui impriment au phénoméne une 
allure spéciale. Tout d’abord, pour disloquer cet édifice com- 
plexe, il suffit de la présence de traces d’alcali; sans doute 
Vintensité de la décomposition est fonction de Ja concentration 


_en alcali; mais il n’y a aucun rapport défini entre les quantités 


considérables de sucre dont on peut produire la décomposition 
et les quantités faibles d’alcali qui la provoquent. D’autre part, 
en dehors de la fixation de l’alcali & l’état de sels par les acides 
qui prennent naissance, on ne trouve pas de combinaisons défi- 
nitives entre l’alcali et les produits de la décomposition. I! suit 
de ce dernier fait, ainsi que de la disproportion entre la quan- 
tité de matiére décomposée et la quantité du réactif qui en pro- 
voque la dislocation, que l’effet des alcaiis sur les sucres prend 
Vallure d’une véritable action catalytique. 

C’est 1& une analogie qui rapproche d’une maniére des plus 
intéressantes, a notre avis, l’action des alcalis sur les sucres des 
phénoménes de fermentation, que tout le monde actuellement 
s’accorde pour considérer comme des phénoménes diastasiques, 


(1) Bucaner et Metsenuermer n’ont obtenu dans leurs expériences que 2 gr. 8 
d’alcool en partant de 3 kilogrammes de saccharose. 
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c’est-a-dire catalytiques. Il y a cependant entre les deux ordres 
de phénoménes une différence essentielle. Dans les actions cata- 
lytiques typiques, telles que I'hydrolyse du saccharose par les 
acides étendus ou l’oxydation de l'alcool éthylique par le noir 
de platine, nous avons affaire & une transformation qui reste 
relativement simple et qui donne naissance & des produits faci- 
lement saisissables, de telle sorte qu’on peut suivre la marche 
de la réaction et en mesurer la vitesse. Les choses se passent 
tout autrement dans l’action des alcalis sur les sucres : ici, nous 
avons affaire, pour emprunter & Duclaux une expression 
imagée, & un écroulement général de la molécule trés complexe 
du suere, au cours duquel il se forme une foule de corps 
divers (1). Oxydations et réductions, processus de décomposi- 
tion et de synthése se succédent et se superposent. Les produits 
intermédiaires de la réaction se mélangent aux produits finaux, 
et les proportions relatives de tous ces corps dépendent non 
seulement de la nature et de la concentration de l’alcali, mais 
encore de la concentration de la solution sucrée et de la tem- 
pérature a laquelle la réaction a leu. 

Cette complexité extréme n’exclut pas, néanmoins, |’analogie 
avec les processus biologiques dont parle Duclaux, surtout si 
on envisage les phénoménes dans leur ensemble et dans leurs 
résultats finaux, et si on se borne & comparer le mécanisme de 
formation des produits qui prennent naissance. II serait évi- 
demment tout & fait erroné de vouloir chercher autre chose que 
des analogies et d’étendre systématiquement aux dédouble- 
ments biologiques les résultats obtenus dans la décomposition 
des sucres sous l’influence des alcalis. L’intervention de la 
cellule vivante donne le plus souvent aux phénoménes une com- 
plexité que n’ont pas les processus purement chimiques, et 
ceux-ci ne peuvent fournir que des indications de travail pour 
étude des processus biologiques. C’est en nous placant unique- 
ment &ce point de vue que nous avons été conduits a I’ étude 
des quelques faits exposés dans la présente note. 


(1) D’aprés J. U. Ner [5], chaque hexose en solution alcaline peut donner 
naissance a 116 corps différents. 
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II 


Les remarquables travaux de C.-A. Lobry de Bruyn et 
A. v. Ekenstein [6] ont fait voir que, sous l’influence deg alcalis, 
le glucose perd peu & peu son pouvoir rotatoire, et qu’il s'isomé- 
rise en méme temps, en fournissant du lévulose, du mannose 
et du glutose. Les autres hexoses, aussi bien cétoses qu’aldoses, 
subissent des transformations analogues. L’aclion catalytique 
des ions oxhydryles n’est pas limitée a ces transpositions intra- 
moléculaires ; elle se poursuit en donnant naissance a toute une 
série de corps, notamment des acides. 

Nous avons répété les expériences des deux savants néerlan- 
dais en soumettant du dextrose a l’action ménagée d’aleali 
dilué, afin de nous rendre compte de la vitesse avec laquelle ce 
sucre est transformé. A cet effet, des solutions de glucose pur 
a5 p. 100 ont été chauffées au bain-marie a 50 degrés en pré- 
sence de 2 p. 1.000 de carbonate de soude, c’est-a-dire d’une 
dose d’alcali carbonaté, et non libre, infiniment plus faible que 
les doses d’alcali caustique employées par Lobry de Bruyn et 
v. Ekenstein. A divers stades, nous avons déterminé la rota- 
tion de la solution sucrée, en méme temps que son alcalinité. 

Voici, a titre d’exemple, les résultats d’une expérience de ce 
genre. 


SOLUTION DE GLUCOSE A 5 P. 100 ET D# CARBONATE DE SOUDE A 2 Pp. 1.000 
A LA TEMPERATURE DE 30 DEGRES. 


TEMPS ROTATION ALCALINITE 
en en c.c.SO4H? N/20. 

om degrés nécessaires pour 
heures. saccharimétriques. neutraliser 10 cent. cubes. 

OMeniise ha. st ete we 24,4 7,9 

No: oe tee Gee Ce ROO a 4,6 6,5 

DRE ese (scnch (s/s a teute PAST Gr 

40, 0 5,6 

OME Tee en a0 apale 0 50 

SSMMMEEN cs. Sa os sete 0 4,5 


i. en 48,4 8,4 
ihn ae 9,4 6,4 
Sh: ls 6,8 5,8 
GS mene re /3 5-4 5,9 5,2 


46 
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Ces chiffres font voir tout d’abord que la chute de rotation, 
tres rapide au début, se ralentit peu & peu. La solution de glu- 
cose 2 10 p. 100, bien que renfermant encore une quantilé rela- 
tivement élevée d’alcali.au bout de soixante-huit heures, n’a 
pas encore atteint au bout de ce temps la neutralité optique, 
tandis que la solution & 5 p. 100 est déja optiquement neutre au 
bout de quarante heures. Il n’y a pas de relation directe 
entre la diminution de l’alcalinité et la chute de la rotation, car, 
alors que celle-ci est brusque, la premiére est progressive; en 
outre, l’alcalinité continue & diminuer aprés que la solution 
sucrée est devenue optiquement inactive. llapparait done que la 
transformation du dextrose en un mélange inactif et la forma- 
tion de corps acides sont des processus paralléles, mais indé- 
pendants l'un de l'autre. 

Nous avons d’ailleurs constaté que les choses se passent de la 
méme maniere si l’on chauffe le glucose avec le carbonate de 
soude, soit dans le vide, soit en présence d’hydrogéne, ce qui 
exclut toute intervention de loxygéne de lair dans Je phénoméne 
et concorde bien avec les observations faites par Ad. Jolles [3]. 

Quels sont les acides, et en premiére ligne les acides volatils, 
qui se forment lorsqu’on soumet le glucose & un traitement 
ménagé par le carbonate de soude? 

Pour répondre a cetle question, nous avons distillé dans le 
vide la solution sucrée, devenue optiquement neutre a 50 degrés, 
aprés l’avoir légerement acidifiée par l’acide sulfurique. Le dis- 
tillat acide a été neutralisé par la soude, et évaporé & sec au 
bain-marie; le résidu repris par l’eau distillée et filtrée a été 
amené a 150 cent. cubes. Sur 100 cent. cubes, additionnés 
d’acide sulfurique et amenés & 110 cent. cubes, nous avons 
dosé les acides volatils par la méthode de Duclaux [7]. Les 
chiffres de distillation obtenus (1) concordent d'une maniére 


(1) Voici ces chiffres : CHIFFRES CHIFFRES DE DUCLAUX 

trouvés. pour l’acide acétique. 
A ae 1.6 1,4 
Dd tine mee ea 154 15,2 
3, 23) 4 23,4 
4. 31,7 32,0 
BPE Aest Sua 40,8 40,9 
Gis Sancho od Teese iot 49,8 50,5 
7. 59,8 60,9 
a 71,0 71,9 
9. 84,0. 84,4 
10. 100,0 100.0 
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tout & fait satisfaisante avec ceux de l’acide acétique. L’action 
du carbonate de soude sur le glucose 450 degrés donne donc 
naissance ade l’acide acélique, dont la production est d’ailleurs 
confirmée par la formation de cacodyle aux dépens du sel et de 
lacide arsénieux et par celle d’acétate d’éthyle lorsqu’on chauffe 
acide avec de l’alcool et de l’'acide sulfurique. 

Nous avons fait une autre expérience dans laquelle la décom- 
position du glucose a été plus brutale : nous avons fait tomber 
le glucose &5 p. 100 goutte & goutte dans une solution de car- 
bonate de soude a 5 p. 100 maintenue en ébullition par un 
courant de vapeur d’eau. Dans ce cas également, nous avons 
constaté que lacide volatil produit est de lacide acétique 
pur (4). 

Une partie du distillat obtenu dans cette opération a servi 
pour préparer un sel de calcium. On a chauffé 100 cent. cubes 
de liquide, renfermant 0 gr. 504 d’acide volatil exprimé en acide 
acétique, avec un excés de craie, et, aprés filtration, on a 
ramené le volume avec de l’eau distillée & 100 cent. cubes. 
Dans ce liquide, la chaux a été dosée soit directement, par la 
calcination du sel organique, soit par précipitation au moyen de 
Voxalate d’ammoniaque. La moyenne de trois déterminalions 
concordantes conduit par le calcul & une quantité totale de 
0 gr. 233 CaO dans les 190 cent. cubes, soit 0 gr. 6.574 d’acétate 
de chaux, au lieu de 0 gr. 6.636 qu’on obtient en supposant que 
la totalité de l'acide volatil était de acide acétique. 


Calculé pour (C2HeO7)?Caz 35,44 p. 100 CaO. 
DOV CENa ne Me On Ouest ie yee Be 35,41 — “= 


La formation de l’acide acétique est done indiscutable. Cet 
acide se forme d’ailleurs en quantité trés notable, car, sans 
tenir compte des pertes inévitables, nous en avons obtenu 
0 gr. 756 en partant de 12 gr. 5 de glucose, ce qui correspond a 
un rendement de 6 p. 100. 

Iln’y a pas lieu d’étre surpris de trouver ainsi l’acide acétique 


(1) Chiffres trouvés dans le dosage par la méthode de Duclaux : 


ett a oak Sa 1,6 6 5, see eee 49,7 
OS ie steers 45,3 1 DPA es 59,7 
Ri er weneeen, 93,4 Pee 10,9 
Ay ok Ui Ie 31,7 Miter nts Bice Sa.7 
Blais gabe 40,6 LOL AOU ee 100,0 
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parmi ‘les produits de la décomposition du glucose par le 
carbonate de soude. Le fait concorde tout a fait avec les vues 
de Duclaux, qui attribue avec raison sa présence constante 
comme produit final des réactions chimiques ou biochimiques a 
ce quil est relativement stable dans les conditions et dans le 
milieu ow il est formé. L’acide acétique a d’ailleurs été rencontré 
récemment par Jolles [3], & cdté de l’alcool, dans la décomposi- 
tion de certains sucres par la soude caustique, et Duclaux lui- 
méme avait observé sa formation en exposant a l’action de la 
lumiére solaire, non pas, il est vrai, le glucose, mais les 
lactates alcalins. 

Ce qui est difficile & admettre, c’est la formation directe de 
lacide acétique aux dépens du glucose, et il semble bien plus 
logique de penser qu’on n’arrive ace terme final qu’en passant 
par des corps intermédiaires dérivant plus ou moins directe- 
ment de la molécule de sucre. On comprend ainsi que ces 
substances, moins stables que lacide acétique lui-méme,. 
puissent subir des transformations ultérieures qui ne con- 
duisent pas nécessairement A l’acide acétique, et que ce dernier 
acide puisse, dans certains cas, faire défaut. 

Nous sommes mis en présence d’un cas semblable par un 
travail de Ed. Buchner, J. Meisenheimer et H. Schade [8], dont 
les résultats sont particulitrement intéressants pour la question 
qui nous occupe. L’un de ces auteurs, H. Schade, avait anté- 
rieurement [9] cru observer que l’oxydation du glucose par 
Teau oxygénée en milieu alcalin fournit & la fois de l’acide 
formique et de l’aldéhyde acétique, ou le produit d’oxydation 
de ce dernier corps, l’acide acétique. Dans cette transformation, 
chaque molécule de sucre fournirait 2 molécules d’aldéhyde 
acétique et 2 molécules d’acide formique, d’apres l’équa- 
tion : 

CHO" = 2 C*H'O. +. 2 CHI03, 


Dans un travail qui semble trop peu connu, H. Sainte-Claire 
Deville et H. Debray [40} ont indiqué que, soumis a laction 
catalytique du rhodium pulvérulent, l’acide formique se décom- 
pose en hydrogéne et en anhydride carbonique. Schade a mis & 
profit cette observation, en montrant que le méme catalyseur 
transforme le mélange en question, aldéhyde acétique et acide 
formique, en alcool éthylique et acide carbonique; et, en se 
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basant sur ces faits, il a imaginé un schéma de la fermentation 
alcoolique d’aprés lequel la molécule de sucre se décomposerait 
@abord en aldéhyde acétique et acide formique, ces deux corps 
réagissant ensuite l’un sur l'autre pour fournir de l’alcool et 
de acide carbonique. C’est ce qu’il désigne, dans le titre méme 
de son mémoire, sous la dénomination : « Fermentation alcoo- 
Jique des sucres sans enzymes ». 

Buchner et Meisenheimer ont pensé avec raison que ce 
travail méritait d’étre soumis & un examen critique, et c’est 
cette revision qu’ils ont entreprise en collaboration avec Schade 
lui-méme. Ils ont d’abord constaté que la soi-disant transfor- 
mation intégrale du sucre en aldéhyde acétique et acide formique 
exigéait une sérieuse rectification. En effet, l’acide formique 
ne représente qu'une fraction des acides résultant de la décom- 
position du glucose en milieu alcalin, en présence d’eau oxy- 
génée, et non la totalité, comme Schade l’avait admis & la suite 
d’une simple titration. Ensuite, la recherche de l’aldéhyde et de 
Vacide acétique n’a donné que des résultats négatifs. Par contre, 
ces auteurs ont trouvé de l’acide glycolique et de acide trioxy- 
butyrique, mélangés trés probablement avec d’autres corps 
acides. Ils ont été ainsi conduits 4 la conclusion que « ces 
décompositions des sucres ne représentent que des phénoménes 
d’oxydation, et ne peuvent pas étre rapprochés de ceux de la 
fermentation alcoolique ». 

Ces résultats justifient-ils l'abandon pur et simple du schéma 
de Schade, et sont-ils incompatibles avec ce schéma, notam- 
ment en ce qui concerne la formation de l’acide glycolique? 
Evidemment non. En effet, l’acide glycolique, CH?OH.COOH, 
peut étre envisagé comme |’oxyacide correspondant a l’acide 
acétique, CH?.COOH, ce qui conduirait a penser que, dans les 
conditions des expériences de Buchner, Meisenheimer et 
Schade, c’est-a-dire sous l’influence de l’eau oxygénée, ou d’un 
fort courant d’air en milieu alcalin, il y a eu oxydation du 
groupe méthyle, sinon dans l’acide acétique, ce qu’on aurait 
peut-étre quelque difficulté & admettre, tout au moins dans Je 
composé qui le précéde. Chimiquement, une oxydation de ce 
genre n’est nullement impossible; elleaméme été réalisée pour 
Valdéhyde acétique, ainsi qu’il résulte des observations de 
G. W. Heimrod et P. A. Levene [11], qui ont obtenu de l’aldéhyde 
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elycolique parmi les produits d’oxydation de Valdéhyde acétique 
en milieu alcalin. 

On serait ainsi conduit & la conclusion que le fait d’avoir 
trouvé de l’acide glycolique comme produit de la réaction 
n'exclut nullement la production préalable de Vacide acétique, 
ou au moins d’aldéhyde acétique, c’est-’-dire un mécanisme 
analogue & celui que nous avons constaté plus haut dans la 
décomposition du glucose par les alcalis. 


UI 


Quelle est l’origine de l'acide acétique dont nous venons de 
constater la formation dans l’action de Valcali sur le glucose? 
Ne pourrait-on trouver a cet égard des indications utiles en 
étudiant les produits volatils non acides qui se forment en 
méme temps que l’acide acétique? 

Pour pouvoir répondre & cette question, nous avons fait un 
certain nombre d’essais en employant le dispositif suivant, 
destiné & permettre de recueillir les corps volatils non acides au 
fur et & mesure de leur formation. Dans un ballon a distillation, 
renfermant une solution de carbonate de soude 45 p. 100, on 
introduit goutte & goutte, a l’aide d’un entonnoir 4 robinet, une 
solution de glucose & 5 p. 100. On maintient l’ébullition & l'aide 
d’un courant de vapeur d’eau, qu’on régle de telle sorte que le 
niveau reste & peu prés constant dans le ballon de maniére a 
éviter la concentration du carbonate de soude. On recueille le 
liquide qui distille dans un récipient fortement refroidi. 

Ce distillat donne avec la soude et Viode, dissous dans Viodure 
de potassium, un abondant précipité d@iodoforme a frotd. Il 
réduit le réactif de Nessler 4 l'état métallique et fournit avec le 
nitrate d’argent ammoniacal un miroir d’argent. IL décolore 
instantanément une solution alcaline de bleu de méthy- 
léne, et réduit fortement @ frozd la liqueur de Fehling. Nous 
nous trouvons done en présence de corps aldéhydiques ou 
cétoniques. . 

Parmi ces corps, il faut exclure la présence de l’aldéhyde 
acélique, car nous n’avons obtenu ni la recoloration de la 
fuchsine, décolorée par l'acide sulfureux, ni la coloration bleue 
caractéristique que fournit cette aldéhyde avec le nitroprussiate 
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de soude et la triméthylamine (réaction de Simon) (1). D’autre 
part, comme nous avons constaté que les produits volatils qui 
donnent la réaction de Viodoforme peuvent étre retenus par 
le bisulfite de soude, nous pouvons également affirmer 
Vabsence de V'aleool éthylique. 

Chauffé avec la phénylhydrazine en solution acétique, le 
distillat a fourni un produit cristallin, soluble dans l’alcool. Par 
recristallisation dans ce dissolvant, on a obtenu finalement une 
osazone fondant & 146-147 degrés, que l’oxydation par le 
bichromate de potasse, en présence d'acide acétique, selon les 
indications de H. von Pechmann [45], transforme en une 
tétrazone fusible & 101-102 degrés. Ce produit, plus stable que 
losazone dont il dérive, a été soumis a l’analyse aprés plusieurs 
recristallisations dans l’éther et l’acétone. 


0 gr. 053% de substance ont donné 
a 19 degrés et 756 millimétres 


WESPLESSTOMUT ePenpn ter, Mili AY. 140 c.c. 4 d’azote. 
Galenleup ours CM TUSN Ag ie fab isc 22,4 p. 100 d’azote. 
RODE aS Rie Oe its GoIe here eine 22,6 p. 100 d’azote. 


Il s'agit done bien ici de la méthylglyoraltéetrazone, formée 
aux dépens de la méthyglyoxalosazone. Ce dernier corps peut 
provenir lui-méme soit de l’alcool pyruvique, soit de l’aldéhyde 
pyruvique, ces deux composés fournissant la méme osazone, 


et cest la un point qui mérite d’étre examiné, bien qu'il soit 


actuellement difficile de le trancher d’une maniére définitive. 

Divers auteurs ont déja entrevu la possibilité de la formation 
de méthylglyoxal (aldéhyde pyruvique) au dépens des sucres 
par voie purement chimique. C’est ainsi que G. Pinkus [16] a 
constaté que lorsqu’on chauffe du glucose en milieu alcalin 
avec de la phénylhydrazine, il y a production de méthylglyoxa- 
losazone, fait confirmé par les expériences de J.-U. Nef [47]. 
Mais, tandis que Pinkus semble porté & admettre que cette 
osazone dérive de l’alcool pyruvique (acétol), Nef est d’avis que 


vest laldéhyde pyruvique (méthylglyoxal) qui résulte de la 


(1) Cette réaction=est désignée dans la littérature allemande sous le nom 
de Rimini, alors qu’en réalité elle a été indiquée pour la premiére fois par 
L. Simon [43], et que Rimini [42] n’a fait que l’étudier de plus prés. Tout 
récemment, A. vy. Lebedew [414] indique comme nouveau le fait que la 
présence d’ammoniaque géne la réaction (qu'il appelle, lui aussi, réaction 
de Rimini); ce fait avait déja été signalé par Simon. 
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décomposition des sucres par les alcalis, car en milieu alcalin 
Vacétol se polymérise avec une facilité extréme, en donnant 
naissance & des résines tres compliquées. Ce sont d’ailleurs ces 
composés résineux mal définis qui, d’aprés Nef, communiquent 
leur couleur brune intense aux solutions alcalines des sucres. 

Quelle que soit la nature du composé fournissant la méthyl- 
glyoxalosazone, les expériences que nous avons résumées plus 
haut apportent la preuve directe que l’action del’alcalisur le glu- 
cose donne naissance & un corps au moins appartenant au groupe 
pyruvique (4). Les conditions que nous avons réalisées dans ces 
expériences, dans lesquelles les produits volatils échappent plus ou 
moins & une transformation ultérieure, permettent de retrouver 
ces produits en quantité trés notable. Ainsi, 500 cent. cubes du 
distillat provenant de 12 gr. 5 de glucose ont fourni 1 gr. 48 de 
méthylglyoxalosazone; et 10 cent. cubes de ce liquide absorbaient 
62 c.c. 8 diode N/20. Par contre, dans les expériences du cha- 
pitre précédent, dans lesquelles le carbonate de soude a agi sur 
le glucose & l’ébullition, la production des corps cétoniques a 
été minime, et il se peut que ce soit Ja la raison pour laquelle 
leur formation a échappé & divers auteurs. 

Quel est le rdle des corps du groupe pyruvique dans la pro- 
duction de l’acide acétique aux dépens du glucose (2)? Prenant 
pour point de départ le fait, démontré plus haut, de la présence 
de corps de ce groupe dans les produits de décomposition du 
glucose par les alcalis, et admettant avec Nef que c’est l’aldéhyde 
pyruvique qui se forme tout d’abord, nous pouvons imaginer que 
cette aldéhyde donne naissance, en vertu des propriétés carac- 
téristiques des aldéhydes (réaction de Cannizzaro), d’une part & 


‘alcool correspondant, l’acétol, et d’autre part & l’acide corres- 
pondant, l’acide pyruvique. 


CH? — CO — CHO He | CH? — CO — CH?0H 
CH* — CO — CHO CH — CO — COOH 


(1) Tout derni¢rement, H. D. Dakin et H. W. Dudley [48] ont montré que 
€ glucose, distillé avec du phosphate de sodium, fournit un‘corps du groupe 
pyruvique, quiils ont isolé 4 l'état de méthylglyoxal-p. nitrophénylosazone. 

(2) La possibilité de divers mécanismes de formation de ces corps aux 
dépens des sucres a été développée avec une remarquable netteté par 


A. Wohl [19], dans une conférence faite en 1907, 4 Assemblée générale des 
chimistes allemands, 4 Dantzig. 
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On sait que lacide pyruvique peut facilement perdre de 
Vanhydride carbonique pour donner naissance a l’aldéhyde acé- 
tique, ou, lorsqu’il est soumis a l’action d’un agent oxydant, & 
de Vacide acétique. 

Nous trouvons ainsi une explication logique pour les faits 
expérimentaux que nous avons observés. Une partie de l’al- 
déhyde pyruvique formée est entrainée par la vapeur d’eau; une 
autre se transforme en acétol et en acide pyruvique. L’acétol, & 
son tour, peut étre en partie entrainé par la vapeur d’eau, et 
fournir, en méme temps que l'aldéhyde pyruvique, a laquelle il 
se trouve mélangé dans le distillat, la méthyglyoxalosazone; 
tandis que le reste de l’acétol se transforme en résines qui 
colorent fortement la solution sucrée. Quant a l’acide pyru- 
vique, il est transformé en anhydride carbonique et acide acé- 
tique, dont la présence est facile & mettre en évidence. 

Cette maniére de concevoir la formation de lacide acétique 
aux dépens du glucose, n’implique pas la production d’acide 
formique. De fait, nous n’avons pas pu le retrouver dans nos 
expériences, la totalité des acides volatils étant constituée par de 
’ Tacide acétique seul. L’absence d’acide formique peut d’ailleurs 
expliquer pourquoi nous n’avons pas trouvé d’alcool éthylique; 
et nous aurons plus loin l’occasion d’insister sur cette expli- 
cation. 


Hay 


Nous venons d’indiquer un mécanisme de la formation de 
Vacide acétique aux dépens du glucose sous l’influence des 
alcalis. Ce n’est assurément pas le seul qui se présente a l’esprit. 
Parmi les nombreuses hypothéses imaginées par divers 
auteurs, l’une des plus intéressantes, celle qui mérite de fixer 
notre attention, c’est l’hypothése de l’intervention de l’acide lac- 
tique comme produit intermédiaire. 

Nous avons déja indiqué plus haut que l'acide lactique a été 
obtenu par divers savants en faisant agir les alcalis sur les 
sucres. D’autre part, en exposant l’acide lactique ou des lactates 
a laction de la lumiére solaire, Duclaux [1] a observé la forma- 
tion d’acide acétique et d’alcool éthylique; mais, chose curieuse, 
il se produit de l’alcool en présence de potasse et non en pré- 
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sence de baryle [20]. « Le sucre, dit Duclaux, donne toujours 
de l’acide lactique en présence de tous les alcalis; mais, en pré- 
sence de la baryte, le lactate formé ne donne pas d’alcool, tandis 
qu’il en donne en présence de la potasse ». 

Voila, netlement exprimée, Vidée que acide lactique doit 
jouer le role de corps intermédiaire dans la formation de l’alcool 
aux dépensdes sucres, hypothése qui est encore actuellement 
tres controversée, surtout lorsqu’elle s’applique 4 la production 
biochimique de l’alcool. 

Rien de plus simple en apparence que d’expliquer de cette 
maniére la formation d’acide acétique aux dépens du glucose : 
la molécule de sucre se dédoublerait en deux molécules d’acide 
lactique, dont chacune se décomposerait en anhydride carbo- 
nique et alcool éthylique, 

C°H#05 = 2C*H*03 

G®H°O* ==" CO* —> CAHrOH, 
ce dernier corps fournissant finalement de l'acide acétique par 
oxydalion. 

Mais cette simplicité n’est qu’apparente, car, si on examine la 
structure moléculaire des corps qui interviennent dans ces 
équations, ef non leur formule brute, on reste convaincu que 
les phénoménes sont beaucoup plus complexes. En effet. consi- 
dérons d’abord la formation de l’alcool éthylique ou de l’acide 
acétique aux dépens de l’acide lactique, réalisée dans les expé- 
riences de Duclaux. Il y a évidemment 1 un processus d’oxyda- 
tion, qui comporte la formation d’acide carbonique, comme 
Va déja fait voir Duclaux [4] (doc. czt., p. 28), c’est-a-dire d'un 
corps plus oxydé que l’acide lactique. Sur quel point de la molé- 
cule de I’acide lactique va tout d’abord porter cette oxydation? 
Evidemment sur la fonction alcool secondaire, qui est la plus 
facilement oxydable, et qui sera transformée en fonction 
cétonique : 

CHS CH 
cune Baio e ue + 10 


| | 
COOH COOH 


En d'autres termes, comme l’indique I'équation ci-dessus, 
lacide lactique est transformé tout d’abord en acide pyruvique. 
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Ensuite, ce dernier corps, qui partage avec tous les acides 
cétoniques qui renferment un CO dans la position 2 ou 3 la 
propriété de céder facilement de l’anhydride carbonique, donne 
naissance & de l’aldéhyde acétique, 


CH: CH$ 

| 

co => | + CO? 
| CHO 

COOH 


aldéhyde qui, oxydée & son tour, fournit de lacide acéti- 
que. 

Ce nest pas la un processus isolé, exceptionnel, car on le 
retrouve dans la transformation de l’acide g-oxybutyrique en 
acétone. L’oxydation de la fonction alcool secondaire de cet 
acide fournit, comme on le sait, de l’acide acéto-acétique, dans 
lequel le groupement cétonique se trouve dans la position 3, 
et dont la décomposition spontanée en acétone et anhydride 
carbonique est bien connue : 


CH? CH$ CH? 

| | | 

CH.OH cO CO *-+ CO? 
| — > 44) pawl 

CH? see CH$ 

| 

COO COOH 


On voit donc que l’acide acétique (comme d ailleurs |’alcool) 
ne saurait dériver directement de l’acide lactique, et qu'il ne 
peut en provenir que par une voie détournée, en passant par 
Vacide pyruvique. 

La formation de l’acide lactique aux dépens du glucose n’est 
pas moins compliquée, car il est véritablement difficile de con- 
cevoir le passage direct du second de ces corps au premier, 
lorsqu’on considére la structure de leurs molécules. Par contre, 
la formation facile de l’aldéhyde pyruvique aux dépens du 
glucose, que nous avons montrée dans le chapitre précédent, 
ainsi que les expériences de Nef [47] (/oc. cit., p. 255), per- 
mettent de considérer comme vraisemblable que lorsque le 
glucose donne naissance a de l’acide lactique, c’est en passant 
par laldéhyde pyruvique. II est, en effet, tres facile de passer 
de ce dernier corps a l’acide lactique; il suffit de chauffer sa 
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® > r Pe ’ 
solution aqueuse 4 100 degrés pour provoquer une fixation d’eau 
et une transposition moléculaire, 


CH? CH? 
| 


CO + H?0 = ee 

Site sort 
réaction qui peut méme se faire & froid, en présence de la 
potasse, comme le font voir les belles expériences de M'* W. 
Denis [24]. 

Tout porte donc & croire que, quand il se forme de l’acide 
lactique aux dépens du glucose, cet acide est précédé par un 
composé du groupe pyruvique. Mais cette production d’acide 
lactique dans l’action des alcalis sur le glucose n’est pas un fait 
constant, car nous n’avons pas pu mettre cet acide en évidence 
dans nos expériences, ni avec le carbonate de soude trés dilué 
& 50 degrés, ni avec du carbonate a 5 p. 100 a 100 degrés. 
D’ailleurs, Buchner, Meisenheimer et Schade [8] n’ont pas non 
plus trouvé d’acide lactique parmi les produits d’oxydation du 
sucre par l'eau oxygénée. 

Nous ne voulons pas dire par la que ces résultats négatifs 
excluent la formation de l’acide lactique, car on pourrait sup- 
poser que, dans le passage du glucose a l’acide acétique, l’acide 
lactique se forme d'une maniére transitoire, pour étre détruit 
au fur et & mesure de sa production. Mais cette supposition ne 
serait justifiée qu’aulant qu’on aurait constaté que lacide 
lactique, traité par les alcalis dans les mémes conditions que 
le glucose, est capable de fournir de l’acide acétique. Que nous 
répond l’expérience sur ce point? Sa réponse est négative. En 
traitant soit jde l’acide Jactique, soit des lactates, par le carbo- 
nate de soude, dans les conditions dans lesquelles nous avons 
\raité le glucose, nous n’avons pas ou arriver & obtenir de l’acide 
acétique. Ce résultat est en désaccord avec ceux de Duclaux, 
quia obtenu de l’acide acétique, & cété d’aleool éthylique, en 
soumettant des lactates & l’action de la lumiére solaire, 
conditions qui sont, sans doute, plus favorables a l’oxyda- 
tion. 

Si, dans les conditions de nos expériences, l’acide lactique 
ne satisfait pas aux caractéres qu’on est en droit d’en exiger 
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pour pouvoir lui attribuer le réle de corps intermédiaire entre 
le glucose et l’acide acétique, il n’en est pas de méme de l’acide 
pyruvique. Bien que nous ne soyons pas arrivés & mettre cet 
acide en évidence parmi les produits de décomposition du 
glucose, mais seulement |’aldéhyde qui lui correspond, il n’en 
est pas moins du plus haut intérét de constater que, traité par 
les alcalis dans les mémes conditions que le sucre, l’acide pyru- 
vique fournit de lacide acétique. En voici Ja preuve expéri- 
mentale : 

5 cent. cubes d’acide pyruvique pur, préparé au laboratoire par 
la méthode de KE. Erlenmeyer [22], modifiée par L. Simon [23], 
ont été dissous dans 50 cent. cubes d’eau, et la solution a été 
introduite goutte & goutte dans une solution de potasse 410 p. 100, 
maintenue en ébullition par un courant de vapeur d’eau. Le 
distillat qui passe d’abord est neutre, et ne renferme pas de 
produits cétoniques. On acidifie alors le liquide avec de l’acide 
sulfurique et on recommence 4 distiller. On recueille un dis- 
tillat acide, qui est neutralisé par la soude et évaporé & sec. On 
reprend le résidu par l’eau et, sur une partie de la solution, on 
dose les acides volatils par la méthode de Duclaux. Voici les 
chiffres obtenus : 


RR in ees es a ca RN, a 50,9 
De a gana ei 15,9 vik tian ek ae 60,9 
Se Siw e, 9 23,4 She, coe Dee 71,8 
a ae ee 32,8 Chie dee a eee 84,2 
alos ce ea a 44,7 TO nae eee 100,0 


La quantité totale d’acide passé a la distillation correspond 
a 64 cent. cubes de soude décime. 

Les chiffres correspondent bien & ceux de l’acide acétique. 
La décomposition de l’acide pyruvique par la potasse fournit 
donc de l’acide acétique. 

Les faits que nous venons d’exposer conduisent tout naturel- 
lement A se demander si véritablement, parmi les produits 
intermédiaires par lesquels passe le sucre avant de prendre la 
forme d’acide avétique et d’alcool, l’acide lactique joue le réle 
qu'on lui a si souvent attribué. N’est-il pas plus logique et plus 
conforme aux faits expérimentaux d’admettre que l’acide acé- 
tique dérive directement des corps du groupe pyruvique, notam; 
ment de laldéhyde et de l’acide pyruvique? 
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Vv 


Si l'on se range a cette maniére de voir, on est conduit a 
admettre, comme conséquence logique et nécessaire, que l’acide 
acétique est précédé transitoirement par l’aldéhyde acétique. 
Au sujet de la formation de cette aldéhyde, nous possédons bien 
quelques indications, mais aucune donnée suffisamment nette 
pour entrainer la conviction. Cette critique s’applique aussi 
bien aux expériences de Framm [24] sur l’oxydation des sucres 
en milieu alcalin qu’a celles de Schade [9], qui a repris le travail 
de Framm; et, comme I’on fait remarquer avec raison Buchner, 
Meisenheimer et Schade [8], les réactions sur lesquelles ces 
auteurs basent leurs affirmations ne suffisent aucunement pour 
caractériser l’aldéhyde acétique. Nous avons déja indiqué nous- 
mémes plus haut que, dans nos expériences, nous ne sommes 
pas arrivés & mettre cette aldéhyde en évidence. 

Y a-t-il lieu de s’étonner de ce résultat négatif? N’oublions 
pas qu il s’agit ici d’un corps formé transitoirement, c’est-a-dire 
qui ne pourrait étre présent qu’a état de traces, et que de plus 
son instabilité méme vis-a-vis des agents chimiques, la facilité 
avec laquelle il se polymérise, surtout en présence d’alcali, pour 
fournir des corps & molécule plus complexe, expliquent aisé- 
ment pourquoi on ne le retrouve pas. 

Quelles sont donc les transformations que peut subir facile- 
ment laldéhyde acétique? Les intéressantes observations de 
G. W. Heimrod et P. A. Levene, publiées dans le supplément 
du travail que- nous avons déj& mentionné [11], font voir que 
déja, & Pair, laldéhyde absorbe de l’oxygéne pour donner de 
Vacide acétique. L’aldéhyde acétique peut également fournir 
de Vacide formique, soit par oxydation électrolytique [25], soit 
sous l’influence de l’eau oxygénée en milieu alcalin, et c’est 
probablement la lorigine de l’acide formique trouvé par Buchner, 
Meisenheimer et Schade, parmi les produits de la décomposition 
alcaline des sucres. 

En dehors de ces produits de dégradation de sa molécule, 
Paldéhyde acétique peut s’aldoliser en milieu alcalin, en don- 
nant lieu & de véritables synthéses, c’est-a-dire & des molécules 
plus complexes que celle du corps primitif. C’est ainsi qu'il 
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peut se former de l’aldol ou aldéhyde $-oxybutyrique, si l’on 
en juge d’aprés les résultats auxquels sont arrivés W. Loeb et 
G. Pulvermacher [26], qui, en traitant par la phénylhydrazine 
les produits volatils de l'action de !hydroxyde de plomb sur Je 
glucose, ont isolé, & cdté de la méthylglyoxalosazone, l’osazone 
du biacétyle ou de l’acétylméthylearbinol. Cette osazone peut 
dériver soit de Vacétylméthylcarbinol, formé aux dépens de 
aldol, soit de Valdol lui-méme. En effet, l'acétylméthylcar- 
binol, isomére cétonique de aldol, peut prendre naissance aux 
dépens de l’aldol en milieu alcalin, en vertu d’un processus de 
transposition moléculaire analogue & celui qui a permis & Lobry 
de Bruyn et v. Ekenstein de passer du glucose, qui est un 
aldose, au lévulose qui en est l’isomére cétonique. 


CH?OH CH?0 
on —d—H On nee 
OH ei on —C—H 
u—¢— oH H— cl on 
OH —C—H Co 

cHo don 

Dextrose. Lévulose. 

CH® CH? 

CHOH dno 

Gi ee 

eae ee ee 


On peut citer encore, comme exemple d’une transposition 
moléculaire de ce genre, la transformation de l’aldéhyde gly- 
cérique en dioxyacétone, signalée par A. Wohl et C. Neu- 
berg [27]. 

Nous ayons, dans les conditions de nos expériences, fait 
quelques observations qui confirment les résultats auxquels 


. sont arrivés Loeb et Pulvermacher par une méthode différente. 


Si, en effet, nous ne sommes pas arrivés, comme nous l’avons 
déja dit, & déceler la présence d’aldéhyde acétique, nous avons, 
par contre, recueilli des indications qui rendent la production 
d’aldol infiniment probable. Le liquide distillé, de la page 700, 
qui a fourni de la méthylglyoxalosazone, fournit de l'aldé- 
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hyde acétique lorsqu’on le distille avec de l’acide sulfurique ; 
cette aldéhyde a été caractérisée par la réaction de Simon 
et par la formation de sa p-nitrophénylhydrazone. En outre, @ 
coté de la méthylglyoxalosazone, nous avons obtenw 4 l'état de 
traces, avec le liquide primitif, une autre combinaison de la 
phénylhydrazine, insoluble dans V’alcool et fondant au-dessus 
de 200 degrés. Malheureusement, la petite quantité de ce corps 
ne nous a pas permis de le purifier suffisamment et de pouvoir 
Videntifier d'une facon plus certaine. 

L’aldolisation de l'aldéhyde acétique présente encore l'intérét 
de fournir une explication relativement simple d’un fait trés 
curieux observyé par Duclaux [4 et 28]. En oxydant au soleil 
Tacide lactique ou les lactates en présence de sels de mercure, 
Duclaux a constaté la formation @acide butyrique. La encore, 
on est conduit & invoquer un mécanisme analogue a celui que 
nous avons esquissé plus haut : l’acide lactique, passant sous la 
forme d’acide pyruvique, fournit de lValdéhyde acétique, qui, 
en s'aldolisant, donne laldéhyde $-oxybutyrique; il suffit de la 
réduction de la fonction alcool secondaire de ce corps et de 
loxydation de son groupement aldéhydique, ou, si lon veut, 
du transport de l’oxygéne de la premiére de ces fonctions sur la 
deuxiéme, pour donner naissance & l’acide butyrique (1). 


CHS CH$ 
| | 
CHOH CH? 
| => | 
CH? CHF 
| | 
CHO COOH 
Aldol ou Acide 
Aldéhyde s-oxybutyrique. butyrique. 


Peut-étre y a-t-il lieu d’expliquer par un mécanisme analogue 
la formation de l’acide trioxybutyrique dans l’oxydation des 
sucres, observée tout d’abord par Bornstein et Herzfeld [34], et 
confirmée par divers auteurs, entre autres par Buchner, Mei- 
senheimer et Schade |8}. 


(1) Cette conception est tout a fait d’accord avec les considérations sur la 
fermentation butyrique exposées en 1908 par Ed. Buchner et J. Meisenhei- 
mer (29). C’est ainsi dailleurs qu’a été expliquée anlérieurement la produc- 
tion de l'acide 3-oxybutyrique aux dépens des sucres par Spiro, ainsi que par 
Hugouneng (Revue de Médecine, t. VIII, 301; 4887), dont les conceptions 
Eee hs par Ad. Magnus-Léyy, dans son travail bien connu sur le dia- 
ete [30]. 
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_ Ainsi la production transitoire d’aldéhyde acétique dans la 
décomposition des sucres, sous l’influence des alcalis, permet 
d’expliquer nombre de réactions synthétiques qui accompagnent 
cette dégradation. Peut-étre aussi faut-il attribuer a cette aldéhyde 
un rodle non moins important dans la production de l’alcool 


 éthylique, obtenu par Duclaux en soumettant le sucre en solu- 


tion alcaline & l’action de la lumiére solaire. Le passage de 
Yaldéhyde & l’alcool par réduction semble tout naturel. Mais 
quel est agent de réduction qu'il faut faire intervenir? C’est 
trés vraisemblablement l’acide formique, qu’on retrouve parmi 
les produits de décomposition du sucre par les alcalis chaque 
fois qu'il y a formation d’alcool. Cet acide est décomposé en 
anhydride carbonique et hydrogéne, soit qu’on l’expose a la 
lumiére solaire, comme I’a fait voir Duclaux dans le travail que 
nous avons si fréquemment cité, soit qu’on le soumette 4 l’action 
du rhodium pulvérulent, comme !’ont vu Sainte-Claire-Deville 
et Debray [10]. Il serait dés lors tout a fait logique d’admettre 
que, dans l’expérience de Duclaux, la lumiére solaire et l’alcali 
ont la méme action catalytique que le rhodium dans l’expé- 
rience de Schade, et que, dans les deux cas, l’acide formique 
réagit dela méme maniére sur l’aldéhyde acétique pour donner 
naissance a de I’alcool éthylique et de l’anhydride carbonique. 

L’alcool éthylique serait ainsi le produit de réduction de 
laldéhyde, comme l’acide acétique en est le produit d’oxy- 
dation. 


* 
* * 


En exposant les considérations qui précédent, nous n’avons 
pas eu la prétention d’étudier dans son ensemble la décompo- 
sition du glucose sous l’influence des alcalis; car il est évident 
quentre Je sucre et les corps saisissables dont nous avons 
reconnu la présence, il y a place pour nombre de produits inter- 
médiaires. Nous avons voulu simplement rechercher si |’ana- 
logie signalée par Duclaux entre les termes ultimes de cette 
dégradation et ceux que fournissent les processus de fermen- 
tation ne pourrait pas s’appliquer aussi aux termes intermé- 
diaires de la réaction que nous avons pu mettre en évidence. 
A ce point de vue, les corps du groupe pyruvique, dont nous 
avons constaté la formation, offrent une indication trés pré- 
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cieuse pour les recherches ultérieures dans le domaine biochi- 
mique. Cette maniére de voir est d’autant plus justifiée que 
l’'attention a 6té récemment attirée par Neuberg et ses collabo- 
rateurs sur l’importance du role de l’acide pyruvique comme 
produit intermédiaire possible dans la décomposition biochi- 
mique du sucre, et que nous avons nous-mémes démontré 
derniérement la présence de cet acide parmi les produits de la 


vie de la levure [32]. 

Ces corps du groupe pyruvique sont-ils véritablement la 
forme qui précéde nécessairement et constamment |’alccol 
dans la fermentation? Pour pouvoir répondre & cette question, 
il est évident qu'il faut réaliser des conditions qui permettent 
a ces corps de s’accumuler dans le liquide qui fermente, et 
cest la le but vers lequel tendent nos expériences en cours. 

Mars 1914. 
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ACTION DES ACIDES 
SUR LA FERMENTATION ALCOOLIQUE 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


par M. et Mme ROSENBLATT 


(Travail du Laboratoire de M. Gabriel Bertrand.) 


Dans un travail publié (1) en 1910, nous avons fait connaitre 
les concentrations de divers acides qui paralysent la fermenta- 
tion alcoolique du saccharose par la levure haute. On voit,” 
dans ce travail, que l’ordre du groupement des acides, rangés 
d’aprés leur activité paralysante, présente avec celui de leur 
force saccharifiante des irrégularités spécifiques. On voit, de 
plus, que les doses paralysantes sont considérables par rapport 
a celles qui suffisent, en général, 4 arréter laction des dia- 
stases (2). Nous avons alors émis la supposition que la mem- 
brane cellulaire de la levure est peu perméable aux acides 
et protége suffisamment les diastases qu'elle contient contre 
Vaction de ces réactifs. 

Depuis lors a paru un mémoire de Johannessohn (3) qui 
traite un sujet analogue : l’action des acides de la série grasse 
sur la fermentation alcoolique. 

Les résultats de cet auteur ne different que peu des nétres, 
quant & l’ordre du classement des acides par rapport & leur 
activité paralysante, comme il résulte du tableau suivant : 


ROSENBLATT JOHANNESSOHN 
[soValerigueaec-anee hoi ane Formique. 
Hormiques site Gam chet ee Oe -e ee Isovalérique. 
ACELIGQUES « .ca¥ici th anes sao, eel ee Acétique. 

Tso bub yr que. sca ccgeabee cites o ra ae caer ee Isobutyrique. 
Propioniques, var mewn (oat ee N. butyrique. 
Ns DULY T1QUC ee uccmeasie) ce 1 ee ee eee Propionique. 


(1) Bull, Soc. Chim. (4), t. VII, p. 691, 1910. — Annales de l'Institut Pasteur, 
t. XXV, p. 196, 1910. 

(2) Gas. Bertrano, Recherches sur l'influence paralysante exercée par cer- 
tains acides sur la lactase. Bull. Soc. Chim. (4), t. ler, p. 1121, 1907. — Annales 
de V'Inslitut Pasteur, t. XXI, p. 673, 1907. 

(3) Biochem. Zeitschr., t. XLVII, II, p. 97, 1912. 


ACTION DES ACIDES SUR LA FERMENTATION ALCOOLIQUE 715 


Mais ils en different en ce qui concerne les concentrations 
moléculaires des doses paralysantes : celles-ci sont, d’aprés 
Johannessohn, inférieures aux concentrations trouvées par 
nous. 

L’explication de ces différences d’ordre quantitatif doit étre, 
sans doute, cherchée principalement dans la moindre résistanee 
de la levure employée par Johannessohn. 

Des exemples de discordances analogues sont nombreux; 

ainsi, entre autres, nous pouvons citer les différentes con- 
centrations d’acide sulfurique données par divers auteurs 
comme suffisantes pour arréter la fermentation alcoolique; 
les doses en molécules-grammes par litre sont, d’aprés 
Dumas, m/1,63 (pour 5 grammes de levure); d’aprés Biernacki 
m/9,8; d’aprés Bokorny m/490 et d’aprés nos expériences 
m/10. 
Ce dernier chiffre a lui-méme changé au cours de nos recher- 
ches, de ce fait que la levure employée par nous était 
préparée (comme nous l’avons appris dans les derniers 
mois) avec des moiits auxquels on avait ajouté, 4 l’époque 
de nos derniéres recherches, une certaine quantité d’acide 
sulfurique. 

La levure s’est alors accoutumée a cet acide, elle est 
devenue plus résistante et il a fallu employer l’acide sulfurique 
a la concentration de m/5 au lieu de m/10 pour arréter com- 
plétement la fermentation alcoolique. 

Il est évident, d’apres les exemples précités, qu'on ne doit 
pas attribuer aux concentrations observées une valeur absolue 
en ce qui concerne les différentes races de levure. Ce qu‘il 
faut considérer dans ce genre de recherches biologiques, ce 
sont les résultats obtenus dans une série d’expériences exé- 
cutées avec la méme espéce de cellules vivantes ou avec 
une diastase de la méme provenance. 


Ayant derniérement repris nos recherches sur la fermenta- 
tion alcoolique, nous avons constaté que, si la dose paralysante 
d’acide sulfurique avait augmenté, celles des acides de la série 
erasse étaient resiées les mémes qu’en 1910. Nos nouvelles 
expériences ont été exécutées soit avec la saccharose, soit avec 
le glucose, d’aprés notre mode opératoire, ou en nous pla- 
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cant dans les conditions d’expériences de Johannessohn (1). 

Dans le mémoire cité plus haut, Johannessohn indique aussi 
que certaines doses d’acides gras activent la fermentation alcoo- 
lique. La question de l’activalion par les acides est intéres- 
sante surtout & cause des faits contradictoires publiés par les 
différents auteurs; Dumas (2), qui a essayé les acides sulfu- 
rique, sulfureux, phosphorique, arsénieux, borique, oxalique, 
acétique et tartrique, dit que l’addition de l'un de ces acides a 
faible dose ne hate ni le commencement de la fermentation, ni 
sa fin. Quand on en ajoute beaucoup, il y a retard ou arrét. 
Kayser (3), en étudiant le réle des acides tartrique, malique et 
citrique, trouve que la fermentation marche plus vite dans 
les motits neutres que dans les motits acides, mais que l’action 
antiseplique des acides n’est pas la méme sur toutes les levures. 

Par contre, les expériences de Schulz et de ses éléves sur les 
acides arsénieux, chromique et formique, de Biernacki sur les 
acides benzoique, salicylique, sulfurique, pyrogallique et 
borique, et de Johannessohn sur les acides formique, acétique, 
propionique, butyrique et isovalérique, indiquent que les 
faibles doses de ces réactifs ont une action accélératrice sur la 
fermentation alcoohque. 

Pour trancher cette question de l’influence des acides, nous 
avons repris l’étude de l’action de petites doses des acides et 
des sels acides suivants : acides chlorhydrique, formique, acé- 
tique, propionique, n-butyrique, sulfurique, tartrique, citrique 
et phosphorique. Parmi les sels, nous avons étudié Je sulfate, 
le phosphate, l’oxalate, le cilrate monopotassique, le citrate 
bipotassique et le tartrate monosodique. 

Nous avons trouvé que tous les acides, ainsi que le sulfate 
monopotassique, n’ont pas d’action favorisante sur la fermen- 
tation alcoolique. En opérant avec les doses croissantes de un 
quelconque des acides mentionnés ci-dessus, on n’observe 
jusqu’& une certaine concentration aucune différence entre la 


(1) Il faut remarquer que la méthode polarimétrique employée par Johan- 
nessohn ne permet pas de constater avec certitude l’arrét complet de la 
fermentation alcoolique. Les petites variations en sucre échappent a l’obser- 
vation. Il est done indispensable de se servir pour les dosages de sucre 
d'une méthode beaucoup plus sensible, par exemple de la méthode de 
Gab. Bertrand. 

(2) Ann. de Chim. et Phys., 5¢ série, t. II, p. 57, 1874. 

(3) Annales de l'Institut Pasteur, p. 51, 1896. 
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quantité de sucre disparu dans le liquide en fermentation addi- 
tionnée d’acide et entre le liquide témoin. A partir de cette 
dose limite, l’action défavorable de l’acide gommence a se 
manifester. Par contre, les expériences avec le phosphate, les 
citrates, le tartrate et loxalate ont montré l’existence d’une 
certaine action favorisante sur la fermentation alcoolique. 

Notre mode opératoire était le suivant : des tubes a essai en 
verre d’Iéna, contenant 10 cent. cubes d’eau pure (témoin) ou 
de solution acide de concentration convenable et contenant, en 
outre, 125 milligrammes de glucose pur, ont été additionnés de 
100 milligrammes de levure (apportée journellement et tou- 
jours de la méme provenance). Aprés deux heures de séjour 
a+ 28 degrés, on a ajouté 1/4 de cent. cube d’acide chlorhy- 
drique concentré dans chaque tube, de maniére & arréter la 
fermentation. Ensuite on a dosé le sucre restant par la méthode 
de Gab. Bertrand (1). L’alcool formé a été dosé dans certains 
cas aprés distillation par la méthode au bichromate (2). Aprés 
deux heures de séjour & -+- 28 degrés, les tubes témoins accu- 
saient presque constamment une disparition de 30 p. 100 envi- 
ron de glucose (3). 

Les résultats obtenus se divisent en deux séries ; la premiére 
comprend les réactifs qui n’ont aucune action favorisante. Ce 
sont les acides libres et le bisulfate de potassium. Voici les 
concentrations en molécules-grammes & partir desquelles com- 
mence, avec ces réactifs, une action défavorable sur la fermen- 
tation. 


NOMACICerclornyGriguezas comes cy erst ails. helleu ones m/6.000 
= SIDRINIG MISS. SSS « ges me 2% oo 6 a Lee m/5.000 

=> | EXOCIIVG (UID: -eudirdot tots sore 6 eben aneoes m/300 

= FPG ONONISS 6. 6 o a8 oo Guo olm one co m/250 

== ING lethal = 6G so A Bel cea bio # m/200 
INCU UES OOS, Ser Be ok 6S Benin ols weet m/6.000 
= TEYGUCTI (EE oy Sb. n> 0 a5, ohne Nolo ra me Uno m/1.000 
Neide pHOsphOriguesisete eee al m/5.000 
=>  CIVAC RAM ne ONG! v.01 5 -co co tage cance aout m/3.000 
2o Sulfate monopotassique.). 3 sw. se ee m/2.000 


(1) Bull. Soe. Chim. (3), t. XXXV, p. 1285, 1906. 
(2) Voir la technique dans : Gab. Bertr and- P. Thomas. Guide pour les mani- 
pulations de chimie biologique, Paris, 2° édition, 1913, H. Dunod et E. Pinat, 


éditeurs. Z7 ants 
(3) C’était un critérium de la constance de l’activité de la levure étudiée, 
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L’ordre de classement de ces acides est a peu prés le méme 
que pour les doses paralysant complétement la fermentation. 

La deuxiéme série comprend les réactifs qui, au contraire 
des précédents, favorisent la fermentation. Ce sont le phosphate 
acide de potassium et les sels organiques acides. Voici les 
concentrations de ces réactifs qui favorisent le mieux la fermen- 
tation alcoolique. 


Oxalate monopotassique ......... Optimum m/200 
Gitratesbipotassiques — ars manent _ m/10 
= INGOMOPOCASSIQUEe Te en ese ee _— m/5 
Tartrate monosodique. ~ 7-73 <2) = aa m/4 
Phosphate monopotassique........ — m/3 


L’augmentation de la quanlité de sucre fermenté dans le 
tube contenant la dose optimale de sel acide comparé avec le 
tube témoin était de 13 p. 100 environ avec le phosphate et 
citrate monopotassique, 19 p. 100 avec Voxalate monopotas- 
sique et le tartrate monosodique et 22 p. 100 avec le citrate 
bipotassique. 

D’aprés les résultats indiqués ci-dessus, nous pouvons con- 
clure que les acides libres étudiés n’ont, & aucune dose, d’action 
favorable sur la fermentation alcoolique du glucose par la race 
de levure employée par nous. La fermentation s’est manifestée 
de la méme maniére dans les tubes additionnés d’acide (& des 
doses inférieures 4 celles indiquées dans le tableau) que dans 
les tubes témoins. 

Il est & remarquer que ces derniers avaient aussi une légére 
réaction acide, apportée par les 100 milligrammes de levure 
employée. Cette acidité (1) saturait : 

en présence de l’héliantine : 

0,01 c.c. NaOH m/10 ou 1 c.c. NaOH m/1.000; 
en présence de l’alizarine : 

0,01 c.c. NaOH m/10 ou 1 c.c. NaOH m/1.000; 


en présence de la phtaléine de phénol et du rouge neutre : 
0 c.c. 025 m/10 ou 4 c.c. m/400. 


Ce qui représentait une concentration de m/4.000 (titré en 
présence de phtaléine). 


(1) Pour les titrages, on a employé une macération de 10 grammes de levure 
dans 100 cent. cubes H?0. 
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Cette concentration, mesurée a I’électrométre et exprimée en 
ions-hydrogéne, était égale 10°. 

Il est assez curieux de constater que l’introduction de cer- 
tains cations dans la molécule de l’acide peut contre-balancer 
et au dela l’action défavorable de l’hydrogéne acide sur la 
fermentation alcoolique. 

La discordance existant dans ies observations des auteurs 
sur action favorable ou défavorable des acides doit avoir sa 
cause, soit dans le mode opératoire, qui souvent manque de 
précision, soil aussi dans la différence d’origine et de race des 
levures étudiées. 

Nous avons déja dit ce qu'il fallait penser de l’imperfection 
des méthodes (1). Quant & la race de la levure, elle peut déter- 
miner ou bien une inégale perméabilité de la membrane cellu- 
laire aux réactifs acides, ou bien méme une différence de sensi- 
bilité des diastases & la réaction du milieu. 

L’exemple de la sucrase étudiée par Gabriel Bertrand et 
nous (2) est une preuve indiscutable du réle capital de lori- 
gine diastasique. Tandis que les sucrases de levure et d’Asper- 
gillus fonctionnent mieux en présence d’une acidité notable 
vis-a-vis de Vhéliantine, la sucrase de K6ji a son optimum 
d’action en milieu ot: la concentration en ions-hydrogéne est 
voisine ou méme trés légerement inférieure a celle qui corres- 
pond a la neutralité, 4 Vhéliantine. | 

De méme que dans nos recherches sur la sucrase de levure, 
nous avons observé que les doses oplima d’acides variaient 
notablement selon la provenance de la levure. 

En associant tous ces phénoménes, on apercoit la grande 
importance qu'il faut attribuer aux corrélations qui existent 
entre la nature spécifique des cellules vivantes ou des ferments 
solubles et la réaction du milieu. 


(1) Bull. Soc. Chim. (4), t. VII, p. 691, 1910, et Annales de UInstitut Pasteur, 
t. XXIV, p. 197-et 198, avril 1910. 

(2) Bull. Soc. Chim. (4), t. XI-XII, 4, p. 176 et 9, p.464, 1912, et t. XITI-XIV, 5, 
p. 241, 1913. — Annales de l'Institut Pasteur, t. XXVI, p. 321 et 934, 1942, et 
t. XXVII, p. 366, 1913. 


LE TUBERCULEUX PEUT-IL EMETTRE 
DES PARTICULES LIQUIDES RESPIRABLES ? 


par P. CHAUSSE. 


( DECKIEME MEMOIRE ) 


Les acquisitions que nous avons précédemment faites sur 
la pulvérisation liquide, et sur la pulvérisabilité de la salive et 
des crachats tuberculeux, nous permettront de discuter la pré- 
sente question en meilleure connaissance de cause. 


Dans lhistorique de la théorie de Fliigge (1) nous avons 


indiqué toutes les constatations enregistrées au sujet de l’émis- 
sion de gouttelettes par le malade. En général, on a mis en 
évidence la projection de particules liquides & une faible dis- 
tance du tuberculeux, et Fliigge lui-méme estime qu il n’y a 
guére de danger au dela de 1 métre ou de 1 m. 50 centimétres. 
Il résulte de cette maniére de voir que cet auteur admet hypo- 
thétiquement la respirabilité de gouttelettes relativement volu- 
mineuses et qu'il ne semble plus envisager, bien qu'il y ait 
pensé antérieurement, |’émission possible de particules extré- 
mement fines, puisque ces derniéres seraient certainement 
transportées beaucoup plus loin. 

B. Heymann est, ainsi que nous l’avons déja fait ressortir, 
lauteur des travaux les plus importants sur la contagion par 
les particules liquides. Les gouttelettes les plus fines qu'il ait 
observées avaient 30 microns de diamétre; mais, peut-étre, 
ainsi qu’il le suppose, existe-t-il des particules plus. fines, sus- 
ceptibles d’étre inhalées. Sil en est ainsi, la these de Fligge 
serait exacte, au moins en partie, mais la preuve en reste tout 
entiére & apporter. 

Le probleme que nous nous proposons de discuter, sinon de 
résoudre, est, certes, des plus complexes. Il faut tenir compte 


(1) Revue d’Hygiéne et de Police sanitaire du 20 juin 1913. 
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des conditions physiques réunies dans l’appareil respiratoire au 
moment de la toux, de la pulvérisabilité de la salive et des 
crachats tuberculeux; il est nécessaire de recueillir les parti- 
cules émises, de les examiner aw microscope au point de vue 
de leur teneur en bacilles et de les mesurer; il est indiqué 
de recevoir les mémes particules dans des récipients stériles 
placés & des distances diverses des malades, et d'inoculer 
ensuite le contenu de ces récipients pour connaitre la distance 
de projection ; enfin, aprés avoir tenté de nous rendre compte 
des chances dinhalation, nous procéderons & des épreuves de 
toux artificielle et & d’autres recherches consistant en l’inha- 
lation directe, par le cobaye, de l’air expulsé pendant la toux. 
Ces derniéres investigations nous renseigneront d’une maniére 
définitive, pensons-nous, sur le danger de contagion par les 
particules liquides. 


Les CONDITIONS PHYSIQUES N&CESSAIRES, 
POUR LA PULVERISATION FINE DES MUCOSITES OU DE LA SALIVE, 
SONT-ELLES RBUNIES DANS L’APPAREIL RESPIRATOIRE, 
AU MOMENT DE LA TOUX OU DE LA PAROLE? 


Les gouttelettes bacilliféres pourraient provenir effective- 
ment soit des mucosités, soit de la salive, au moment ot lair 
traverse ces produits & une forte vitesse. Voyons donc si, en 
quelque point de l'appareil respiratoire, les conditions néces- 
saires sont réunies pour diviser les liquides bacillaires en parti- 
cules respirables. 

Nous savons déji que la viscosité des liquides muqueux 
soppose énergiquement & leur pulvérisabilité, d’aprés les 
recherches que nous avons faites avec la salive et les crachats 
des tuberculeux. [Premier mémoire, ces Annales, 25 juin 1914. | 

Le total des sections bronchiques est supérieur 4 la section 
de la trachée; c’est donc dans ce dernier conduit, et ensuite au 
niveau du rétrécissement laryngien, que les condilions de 
vitesse de l’air seraient le plus favorables 4 la pulvérisation. 

Dans des recherches inédites faites avec M. Magne, chef des 
travaux de physiologie & l’Ecole d’Alfort, nous avons étudié les 
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conditions physiques réalisées dans les voies respiratoires, 
pendant la toux. Nous ayons d’abord mesuré la quantité d’air 
expulsée pendant un violent effort de toux et l’avons trouvée 
égale & 1 litre chez un sujet normal de 1 m. 80 (80 kilo- 
grammes), et & 860 cent. cubes chez un autre sujet normal de 
{ m. 60 (60 kilogrammes). La durée et la forme du mouvement 
de toux ont été enregistrées par plusieurs méthodes. Le temps 
de la toux forte varie de 254 40 centiémes de seconde. La courbe 
dexpulsion de lair atteint brusquement un maximum qui est 
soutenu seulement pendant quelques centiémes de seconde, 
et qui est suivi d'une chute un peu moins brusque que le début. 
Aprés la toux, il y a parfois expulsion lente d'une certaine 
quantité d’air. 2 

Ces recherches devant étre prochainement publiéesen détail, 
nous nous contenterons de dire que la vitesse de lair dans la 
trachée, pendant la toux, est comprise entre 5 et 17 métres 
par seconde, cette derniére vitesse n’étant atteinte que dans 
des efforts violents. Au moment de la toux, la glotte se dilate 
sous la poussée de lair; toutefois, le calibre de cet orifice reste 
inférieur d'un tiers environ a celui de la trachée; au passage 
de la glotte, la vilesse de lair peut donc atteindre environ 
25 métres. 

Mais les vitesses maxima ne sont pas celles qui se réalisent 
couramment chez le malade, car elles ne tarderaient pas, en 
raison de leur action mécanique, & créer des lésions inflamma- 
toires; ces vitesses ne peuvent étre soutenues. La toux habi- 
tuelle ne met en ceuvre que des yitesses trachéales de 5 a 
12 métres, ou des vitesses laryngiennes de 7 & 18 métres 
environ. 

Chez le tuberculeux, il faut également considérer qu'il y a 
diminution de la capacité respiratoire et que la toux répétée, 
par suite de la douleur qui l’'accompagne, est le plus souvent 
d‘intensité modérée. 

Admettons, du reste, que les vitesses maxima de 17 et de 
25 métres soient réalisées. Nous avons vu que ces vitesses ne 
suffisent pas & effectuer la pulvérisation liquide aux dépens de 
la salive et des crachats. Nous devons également remarquer 
que l'appareil laryngien n’est pas disposé, pour la pulvérisation 
du muco-pus, d'une maniére aussi propice que notre pulvéri- 
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sateur simple : le mucus, soulevé par I’air, lorsqu’il arrive dans 
la trachée et le larynx, est projeté simplement dans la cavité 
bucco-pharyngienne. Si, dans nos expériences sur la pulvérisa- 
bilité de la salive et des crachats, nous sommes arrivé & faire 
détacher une petite quantité de particules, grace & des vitesses 
de 35, 50, 80 métres par seconde, en procédant par barbo- 
tage, c’est que le produit bacillaire ne pouvait étre chassé; il 
retombait toujours en petite quantité et sous une faible épais- 
seur, sur le jet d’air; d’autre part, lair étant débité par un 
tube de trés faible diamétre (1 & 1/10 de millimétre carré de 
section), tandis que la trachée et le larynx ont respectivement, 
en moyenne, 250 et 180 millimétres carrés de section, soit 300 
a 2.500 fois plus, les contacts d’une méme quantité d’air 
étaient beaucoup plus intimes, dans nos expériences de barbo- 
tage, et les chances de contamination de cet air bien plus 
élevées; enfin les vitesses maxima de l’air dans chaque mou- 
vement de toux n’existent que pendant quelques centiémes de 
seconde! Cependant quelques résultats positifs n’ont été obtenus, 
par barbotage de l’air dans les crachats et la salive, qu’a la 
condition de faire passer dans ces liquides un grand volume 
d’air; et nous avons bien observé que toujours les produits 
virulents ont été brassés et agités beaucoup plus qu’ils ne le 
sont dans les conditions naturelles. 

Dans les voies respiratoires et dans le poumon malade, c est 
surtout la ventilation superficielle qui intervient; or celle-cr 
neffectue aucune division; elle projette seulement la masse 
muco-purulente hors des voies respiratoires. La pénétration du 
crachat par lair n’est presque pas réalisée et elle ne peut avoir 
lieu que dans la profondeur, par un petit volume de gaz et a 
une faible vitesse. 

Pour nous rendre compte de la maniére dont se comporte 
lappareil trachéo-laryngien, lors de la toux, nous avons pris 
un tube de verre de 18 millimétres de diamétre intérieur et 
Vavons coudé en trois endroits. Le coude supérieur, présentant 
un rétrécissement, simulait le larynx; la partie inférieure de ce 
tube était coudée 4 angle droit (fig. 1) et un peu relevée & son 
extrémité. Mettant dans ce tube du mucilage coloré préparé 
avec de la graine de lin, et soufflant par secousses, & |’aide 
d’un gros tube de caoutchouc adapté sur l’extrémité inférieure, 
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le segment médian étant tenu vertical, nous avons tenté de 
recueillir, & l'orifice supérieur, des particules fines. Le tube 
ainsi préparé donnait exactement le bruit de la toux grasse et 
profonde, mais le produit mucilagineux, de consistance cepen- 
dant un peu inférieure & celle du muco-pus bronchique, ne 
pouvait étre divisé finement : il était toujours projeté en masse 
ou en grosses gouttes, de la méme maniére que les crachats. 


Tube de caoutchouc 


a 


ucilage colore 


Fic. 1. — Tube coudé, en verre, réalisantle schéma des voies respiratoires 
supérieures, et permettant de voir lagitation dun liquide trés visqueux, 
dans des conditions comparables & celles de la toux. 


Il nous parait done certain que des conditions physiques 
nécessaires ne sont pas réunies dans les votes respiratoires, au 
moment de la toux, pour la division fine des mucosités. A plus 
forte raison, ces conditions ne sont pas réunies dans la respi- 
ration normale, la parole ou le chant, les vitesses aériennes 
mises en @uyre dans la trachée et le larynx étant alors de 5 
& 10 fois plus faibles que celles dont il vient d’étre question. 

La cavité bucco-pharyngienne, beaucoup plus large, ne pré- 
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sente pas de disposition plus propice & la formation des gout- 
telettes fines aux dépens des mucosités ou du liquide buccal. 
Sous linfluence des vibrations dont elle est animée, la luette 
pourrait donner quelques gouttes ou gouttelettes; cette possi- 
bilité sera examinée plus loin et résolue par d'autres expé- 
riences. 

Les cavilés nasales et les narines ne contiennent en général 
qu'un produit muqueux non virulent ou peu virulent; et, au 
moment de la toux, elles ne recoivent qu'une portion de lair 
expulsé. 

C’est surtout dans la cavité buccale qu'il faut rechercher s’il 
y a production de gouttelettes microscopiques; ce point sera 
également examiné dans les pages suivantes. 


I 


EXAMEN MICROSCOPIQUE ET MENSURATION 
DES GOUTTELETTES PROJETEES 
A L'OCCASION DE LA PAROLE, DE LA TOUX ET DU CRACHEMENT. 


C’est au niveau des lévres, alternativement rapprochées ou 
éloignées, et frappées par l’air chassé du poumon, au moment 
de la toux, de Ja parole ou du crachement, qu il pourrait y 
avoir production de gouttelettes fines. 

Pour nous rendre compte des caractéres de la pulvérisation 
obtenue dans ces divers actes, car il est évident qu’on cons- 
tate parfois, 4 l’ceil nu, la projection de gouttelettes, nous avons 
employé deux méthodes. 


I. Méthode chimique. — Nous avions le choix entre diverses 
réactions colorées inoffensives pour l’opérateur; nous avons 
opéré avec celle du tannin sur le fer. 

Ayant imprégné une feuille de papier blanc avec une solu- 
tion de sulfate ferrique, nous l’avons mise sécher a |’étuve. 
Cette feuille étant ensuite retirée et fixée sur un Support, nous 
nous rincions la bouche avec une solution de tannin et procé- 
dions 2 des essais, 4 faible distance (30 centimétres), en face de 
la feuille de papier, parlant, toussant et crachant; nous avons 
fait faire les mémes épreuves & plusieurs personnes. 
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Toute particule liquide recue par la feuille de papier se des- 
sinait en noir sans augmentation de dimensions, car le papier 
utilisé ne buvait pas; nous pouvions ensuite examiner ce papier 
au microscope et mesurer les gouttelettes s'il en existait. Voici 
les résultats de ces examens. 

1° Pendant la parole. — Il y a rarement projection de gout- 
telettes; lorsque cette projection a lieu, il s’agit de particules 
volumineuses dont la chute est instantanée et l’inhalation 
impossible. 

2° Pendant la tour. — Aumoment de Ja toux, ily a trés rare- 
ment projection de gouttelettes si les lévres sont écartées, ce 
qui est le cas ordinaire, mais il y a émission d’un petit nombre 
de particules sz les lévres se touchent légérement, de telle sorte 
que lair, comprimé un instant dans la bouche, les sépare en 
projetant et divisant le liquide quiles imbibe. Le diamétre des 
gouttelettes formées varie de 30 microns a 5 ou 6 millimetres. 
Sur ce point, nous confirmons done, partiellement, les faits cons- 
tatés par B. Heymann, mais en ajoutant que le contact des 
lévres est nécessaire & cette pulvérisation; si les lévres sont 
tant soit peu écartées au début de l’acte, l’émission est minime 
ou nulle. 

Dans tous les cas, il importe de remarquer que les goutte- 
lettes les plus fines, parmi celles-ci, sont @ la limite de la res- 
pwabilité. Ce ne sont pas des vésicules; la formation de ces der- 
niéres est exceptionnelle, et les particules ayant un vide central 
sont plus volumineuses que les plus fines des précédentes. 

L’émission des particules les plus fines ne peut avoir lieu 
pendant la parole, par le méme mécanisme, parce que la force 
expiratoire mise en jeu est beaucoup plus faible, méme au 
moment de la prononciation des consonnes. 

3° Pendant le crachement. — C'est pendant le crachement 
que la production des gouttelettes est la plus abondante, d Ja 
condition que celui-ci soit effectué du bout des.lévres. Le méca- 
nisme de division de la salive est donc le méme que précédem- 
ment, et, dans ces conditions, le diamatre des particules est 
identique : il vade 30 microns & plusieurs millimétres. 

Lacte qui consiste a expulser les grosses mucosités avec len- 


teur, tel qwil est habituellement exécuté, ne peut donner lieu a 
aucune pulvérisation fine. 


ose way 
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Il. Recherches faites avec les phtisiques: — Nous avons 
essayé de recueillir les particules liquides que le malade peut 
émettre & Voceasion de la parole, de la toux et du orehement, 
de les fixer et de les examiner au microscope. 

Pour recevoir ces particules nous avons construit une boite 
métallique plate de 15 sur 20 centimétres, ayant 2 centimetres 
d’épaisseur. Sur l'une des faces de cette boite pouvait étre 
fixée une plaque de verre de 13 sur 18 centimétres. Dans ‘la 
boite, nous versions de l'eau chauffée & une température voi- 
sine de l’ébullition, de telle sorte que celte réserve de pane 
portait la lame de verre & 80 degrés environ. 

La boite ainsi préparée élant ataeee en face de la bouche du 
malade, & une distance de 15 centimétres, celui-ci parlait, tous- 
sait ou crachait (fig. 2); les gouttelettes projetées tombaient sur 
le verre et se fixaient instantanément, par suite de l’évapora- 
tion de l'eau, avec leur forme et leurs dimensions. Nous pou- 
vions ensuite colorer ces particules, les mesurer et reconnaitre 
leur contenu au microscope. 

1° Pendant la parole. — Pendant la parole nous avons cons- 


taté qu'il n’y a ordinairement aucune émission de particules. ~~~ 


Par exception, il peut y avoir projection d’une ou de plusieurs 
goultelettes de fortes dimensions, dont la composition ,est-la 
méme que celle indiquée ci-dessous, et qui peuvent contenir 
des bacilles; mais ces particules n’ont pas un intérét pathogé- 
nique. immédiat : elles sont trop volumineuses et ne peuvent 
étre inhalées qu’aprés dessiccation si elles sont & nouveau pul- 
vérisées. 

2° Pendant la toux naturelle. — Aprés 30 a 40 efforts de toux, 
la lame de verre ne récolte qu’un trés faible nombre de parti- 
cules. En faisant cette épreuve chez trois malades dont les 
expectorations étaient. particuli¢rement riches en bacilles, .et 
qui crachaient abondamment (ils sont morts peu de temps 
aprés), nous avons vu-que les dimensions des gouttelettes pro- 
jetées varient de 30 a3.000 micromillimétres Selene Morpho- 
logiquement il s’agit de sphérules ; une seule fois nous avons 
trouvé une vésicule ayant 36 micromillimétres de diamélre et 
dépouryue de bacilles. 

Ces goutteleltes sont composées de salive et de mucus ; elles 
contiennent des cellules épithéliales desquamées, ordinairement 

48 
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d'origine buccale ou pharyngienne, et des microbes communs 


Fic. 2. — La boite plate que le malade tient devant sa bouche porte une 
plaque de verre chauffée & 80-90 degrés, sur laquelle viennent se fixer les 
particules liquides projelées pendant la parole, la toux ou le crachement. 


de la bouche ;‘nous n’ayons pu y découvrir une seule fois un 
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bacille tuberculeux, parce que ces derniers sont relalivement 
peu nombreux dens la salive, et parce que |’émission de gout- 
telettes est minime. 

En résumé, & Voccasion de la toux naturelle, la production 
des gouttelettes est trés faible; la plupart de ces parlicules ont 
de fortes dimensions (60 microns et au-dessus) et il est difficile 
d’y découvrir des bacilles de Koch au microscope, méme chez 
les malades dont les expectorations sont riches en ces agents 
pathogénes. 

3° Pendant le crachement. — Nous venons de constater qu’il 
y a deux maniéres de cracher, dont le pouvoir de division est 
différent : 1° l'une qui consiste & laisser choir doucement dans 
le récipient, sur le sol, ou dans le mouchoir, les expectorations 
apportées dans la bouche par un effort de toux; 2° l’autre qui 
met en ceuvre le mécanisme de la pulvérisation labiale, les 
lévres étant rapprochées pendant cet acte, et recevant sur leurs 
bords mouillés de liquide une poussée aérienne brusque. 

Le tuberculeux emploie presque exclusivement le premier 
mode et il est impossible, dans’ ces conditions, de recueillir, 
en placant notre appareil a de son orifice buccal, la moindre 
parcelle salivaire. 

Le crachement labial, te violent, est rarement employé ; 
par sa répétition il aurait d’ailleurs a dirriter les 
lévres en raison de la friction qu'il exerce sur elles. Nous avons 
youlu néanmoins nous rendre compte de sa puissance de 
division, et, pour cela, nous avons demandé aux malades pré- 
cédents de cracher volontairement, de cette maniére, sur nos 
lames de verre chauffées. 

Les particules ainsi récoltées sont assez nombreuses, et elles 
sont de lordre de celles recueillies, en quantité beaucoup plus 
faible, pendant la toux naturelle. II était utile de les fixer et de 
les examiner apres coloration. 

Nous avons ainsi constaté que ces gouttelettes ont de 30 a 
3.000 micromillimétres, comme précédemment ; les plus nom- 
breuses sont celles de 80 & 150 micromillimétres ; il y en a 
seulement quelques-unes de 35 et de 30 micr omillimétres, ces 
derniéres étant tout & fait exceptionnelles. — 

Selon le volume de ces gouttelettes on y décéle un nombre 
variable de cellules épithéliales, de microbes banaux et de leu- 
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-cocytes ; elles ne contiennent qu'un nombre relativement faible 
de bacilles tuberculeux. Ce sont toujours des sphérules. 
Quant a la teneur en bacilles et aux dimensions, voici ce que 
donne l’examen microscopique des gouttelettes prises successi- 
vement au hasard. 


Diamétre Nombre de bacilles 
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20h miGromilmMmebresey.0 eo) turer ete eee 
‘0mmreronwilinvetresa is scence ane eens 
(O-micromillimctress 1 «sus cs eceen ene 
WOAIMNILCLOMIIMelVe Sts 1a ee ese eee cee 
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60 micromillimétres. . ... . NE ee 
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Chez le malade ainsi examiné les bacilles étaient heaucoup 
plus abondants que chez la généralité des phtisiques. N’oublions 
pas non plus quil s’agit ici d’une division labiale volontaire 
exécutée spécialement dans le but de produire des soutte- 
lettes. 

Nous nous résumerons en disant que le tuberculeux ne pro- 
duit : 4° 4 occasion de la parole aucune particule respirable ; 

pendant la toux qu’un trés faible nombre de gouttelettes : 
parmi celles-ci, une trés minime proportion se trouvent a la 
limite de la respirabilité, mais elles ont d’autant moins de 
chances de contenir des bacilles qu’elles sont plus fines ; 
ae pendant le crachement lent, habituel, il n’y a enaae 
émission de gouttelettes; 4° pendant le crachement labial, 
généralement non usité, 7 peut ve avoir formation d’un plas 
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grand nombre de gouttelettes que pendant la toux, les autres 
caractéres de ces particules étant les mémes. 7 

L'inhalation des plus fines de ces particules apparait possible 
st un certain nombre @ autres conditions indispensables sont pré- 
cusément réunies au moment de leur émission. 


Ill 


Exposition, A QUELQUE DISTANCE DU PHTISIQUE QUI TOUSSE, 
DE RECIPIENTS CONTENANT UN LIQUIDE STERILE, 
ET INOCULATION DE CE LIQUIDE A DES COBAYES. 


Les éléves de Fliigge n’ont reconnu la projection de particules 
liquides qu’a une faible distance du tuberculeux ; dans la thése 
que nous voulons discuter il était indiqué de rechercher, par 
la méthode qui consiste 4 recueillir les gouttelettes et a les 
inoculer, s'il y a vraiment émission de semblables particules, 
et, dans l’affirmative, 4 quelle distance elles sont transportées. 

Dans ce but nous avons fait des épreuves avec 12 malades 
dont les expectorations, examinées a diverses reprises, el notam- 
ment chaque fois, au cours des expériences, étaient riches en 
bacilles. Il est ulile de mentionner que plusieurs de ces malades 
avaient en outre de la laryngite tuberculeuse (Bac..., Dum..., 
Daut..., Péj..., Led..., Bill...) témoignant de la virulence 
extréme des mucosités. La présence de plaies laryngiennes 
parait éminemment favorable & la dispersion de particules 
bacillaires au moment de Ja toux. 

Voici quelques brefs renseignements .concernant l'état de 
chacun de ces malades, tous tuberculeux cavitaires : 


1° Bon..., trente-huit ans, lésions pulmonaires et osseuses; environ 
50.000 bacillés par milligramme de crachats ; 

20 Bac..., quarante ans; lésions pulmonaires anciennes ; laryngite bacillaire 
datant de 6 mois; environ 100.000 bacilles par milligramme de crachats ; 

3° Dum..., cinquante-neuf ans ; fortes lésions pulmonaires fibro-caséeuses ; 
laryngite spécifique; environ 40.000 bacilles par milligramme ; mort 30 jours 
apres ; 

4° Daut.... cinquante-huit ans; tres fortes lésions pulmonaires et laryn- 
giennes; environ 100.000 bacilles par milligramme ; mort 18 jours aprés ; 

50 Bill..., cinquante ans; trés vieilles lésions thoraciques avec emphyséme} 
environ 60.000 bacilles par milligramme de crachats ; 

6° Fay..., trente-deux ans ; tuberculose cavitaire des deux sommets ; environ 
25.000 bacilles par milligramme de crachats ; 
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7o Led..., trente-sept ans ; mémes lésions thoraciques ; environ 50.000 bacilles 
par milligramme de crachats ; 

8° Danel..., dix-huit ans ; tuberculose pulmonaire a évolution rapide ; envi- 
ron 125.000 bacilles par milligramme de crachats ; décédé 25 jours plus tard ; 

9° Car..., quarante-cing ans; fortes lésions thoraciques ; environ 50.000 ba- 
cilles par milligramme de crachats ; 

10° March..., quarante-cing ans; méme état; environ 15.000 bacilles par 
milligramme de crachats ; ‘ 

41° Sor..., trente-cing ans; environ 80.000 bacilles par milligramme de 
crachats ; méme état pulmonaire ; 

12° Péj., quarante-huit ans: vieilles cavernes pulmonaires ; laryngite de 
méme nature; environ 60.000 bacilles par milligramme de crachats. 


Les quatre premiéres expériences ont consisté a faire asseoir 
les malades devant une table longue de 2”,50, sur laquelle. 
étaient posées, & 50 centimétres, 1 métre, 1",50 et 2 métres, des 
boites de Petri contenant de l’eau bouillie. Ces malades tous- 
saient selon leurs besoins, dans la direction des boites. Un seul 
malade toussait & chaque expérience, pendant une demi-heure 
environ, puis il se retirait ; les boites, laissées au repos dans la 
- salle pendant une seconde demi-heure, étaient ensuite inocu- 
lées séparément, chacune a trois cobayes. Quelques heures plus 
tard, ou le lendemain, avec un nouveau matériel stérilisé, 
nous procédions & une autre expérience. 

Les huit autres é6preuves ont été faites & l'aide de notre caisse 
a inhalation de 86 litres. Sur l'un des cdtés verticaux de cette 
hoite était adapté un large tube muni d’un pavillon dans lequel 
toussait le malade; une seconde ouverture, dans la méme 
paroi, permettait & l’air de sortir & mesure qu'une nouvelle 
quantilé de ce gaz, provenant de la toux, pénétrait dans le réci- 
pient (voir fig. 4 et 5). Deux boites de Petri contenant de l'eau 
stérile se trouvaient dans la caisse & inhalation : l’une tout 
auprés du tube de rentrée de Pair, et & 30 centimétres environ 
de la bouche du malade; l’autre a l’extrémité opposée, soit a 
80 centimétres & peu prés de la bouche du phtisique. 

Apres chaque expérience, le liquide des boites de Petri fut 
inoculé & des cobayes, & raison de 4 cobayes par récipient. 

Sur ces huit expériences 4 ont été pratiquées en faisant tousser’ 
un seul malade ; dans les quatre autres nous avons fait tousser 
successivement 2, 3, 4 et 5 tuberculeux sans changer les boites 
de Petri, et c’est le liquide exposé & ces causes multiples de’ 
pollution qui a été inoculé. 
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Les huit derniéres expériences avaient un autre but plus 
important : des cobayes étaient soumis simultanément a Vinha- 
lation de l’air expiré ; le résultat de cet aulre genre d’épreuves 
sera rapporté plus loin. 

Le tableau récapitulatif ci-joint permet de saisir d’un seul 
coup d’wil les résultats des recherches effectuées par inocula- 
tion. 


TABLEAU RECAPITULATIF 


3 B DISTANCE : DISTANCE : DISTANCE : DISTANCE : 
a Ss NOMS Bee O m. 50 4 ra 1 m. 50 2°m: 
ES| des | 22 

a A so n = ss y ; — n na ae < 
5 S| malades | OS | g8| 22/85 | o8| 93/82 |es| 22] se] o3| ss 3% 
isl (41) Olea | oe] we] ea om aS Sy eee) ps eae atm) oe 

a Pe PO nou cane abo lay Sul ie Islas age Be 1S! 88 22 

7 3 | °S\S8/SB/9S/SS/SE/AS/SEISz/=SIS2lSs 

4 |Bon. 50 4 3 0 4 3 0 1 3 0 4 3 0 

2) |Bac: 30 3 9 4 4 3 0 4! 3 0 1 3 0 

3 |Dum. 40 4 3 4 1 3 0 1 3 0 4 3 0 

4 Dant. 120 4 3 0 4 3 0 4 3 0 » » » 

Tolaux.| 240 6 | 48 2 DW go) 0 4] 12 0 3 9 0 
DISTANCE : DISTANCE : 
0 m. 30 0 m. 80 
as |S3/8slo8|83/ 83 
Qo as me nv mo poe 
oo aoe eee Sta © 
ioe loz Se l|SS|Ss 

5 |Bon. 100 4 3 0 1 3 0 

6 |Bac. 30 4 33 0 1 3 0 

7 |Dum. 50 4 3 0 4 3 0 

5 eee 150 1 3 0 1 3 0 

or. 53 ; af 
IP) A 1} 4} 0} 1) 41] 0 |Pour les expériences 5 a 12 
Bon. 80 ) inclusivement les ma- 
10 2Danel. sos 4 j OMe i | 0 | Jades ont toussé dans le 
Marchat-sge \ pavillon de la caisse de 
Bon 110 86 litres, dans laquelle 
Bill. 450 se trouvaient les boites 
ty Fava. 20 1 ‘ 0 1 4 y de Petri. 
Led. 50 
Danel. 70 
Bill. 120 
12S Cars 103 4 h 0 4 h 0 
Bon. 110 
Péj. 100 
Totaux .]1.250| 8 | 28 0 8 | 28 0 


(1) Tous ces noms sont modifiés. 
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En résumé 12 malades ont toussé 1490 fois en tout, devant 
33 boites de Petri; 107 cobayes ont été inoculés avec le liquide 
de ces récipients; sur ce nombre, 2 animaux inoculés avec le 
liquide recueilli & 80 centimétres de la bouche des malades 
Bac..., et Dum..., sont devenus tuberculeux, Il faut également 
noter que, dans les deux cas de virulence constatée, 3 cobayes 
furent inoculés et un seul deyint tuberculeux. 

Ces expériences nous permettent donc de conclure qu’e n'y a 
pas de projection de particules extrémement fines, aw moment 
de la toux, car celles-ci seraient transportées a plus de 50 centi- 
metres; étant donné ce petit nombre de résultats positifs, dans 
les conditions ci-dessus, et la courte distance de projection, 
nous pouvons dire que cest seulement par exception qu'une 
gouttelette assez volumineuse est émise. 


Quant 4 la distance de projection, nous sommes donc entié- 
rement d’accord avec Fliigge et ses éléves, mais nous devons 
logiquement aboutir & une interprétation différente des faits 
observés. Il n’est plus permis de croire, avec Fliigge et Cornet 
a la fois, que le tuberculeux qui tousse donne naissance & un 
nuage de gouttelettes dont les unes, de l’avis de Fliigge seule- 
ment, restent longtemps suspendues; jusqu ici @/ nous paralt y 
avoir tout au plus émission de quelques unités non transportables 
et dont la resprrabilité est douteuse. 


IV 


SUR LES CHANCES D' INHALATION DES PARTICULES LES PLUS FINES, 
EMISES EXCEPTIONNELLEMENT, PENDANT LA PAROLE, 
LA TOUX OU LE CRACHEMENT. 


Dans les expériences faites par crachement, avec intention 
de diviser le liquide buccal sur les lévres, nous avons constaté 
quil est possible de produire un petit nombre de gouttelettes 
de 30 micromillimétres. Le tuberculeux ne pourrait-il émettre 
parfois une minime quantité de semblables particules, et, s’il en 
est ainsi, quelles chances celles-ci auraient-elles d’étre inhalées 
et d’étre pathogenes? 

Nous savons que des gouttelettes de ces dimensions sont Ala 
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limite de la respirabilité ; ce sont des particules dont on ne peut 
* ? A 2 r 2 x ? 
dire qu’elles ne peuvent étre inhalées, mais, & cause de leurs 


dimensions, leur pouvoir pathogéne est tres restreint. Essayons 


done d’apprécier quelles peuvent éire les chances de trans- 
mission de la maladie par de telles gouttelettes : 

1° Leur nombre est trés faible; nous n’avons pu les onspayer 
qu’en les produisant Pol uiaieanen |: 

2° En général, le tuberculeux s ei hap a expectorer douce- 
ment et, dans tous les cas, le dernier temps de l’expulsion, le 
temps labial, est effectué avec lenteur ; 

3° On constate de visw que la salive est trés visqueuse, 
filante, adhérente aux lévres, trés difficilement pulvérisable ; 

4° Si des gouttelettes fines se forment, c’est aux dépens du 
liquide buccal qui est de 100 a 100.000 fois moins riche en 
bacilles que les crachats; la tres grande majorité de ces goutte- 
lees fines ne eeitraeent aucun bacille ; ; 

° Si de telles particules, en les supposant hudtlaices. se 
ae aux orifices respiratoires, elles n’auraient que peu 
de chances d’arriver aux alvéoles, d’aprés ce que nous avons 
acquis sur la transportabilité et la respirabilité (1) ;.or, elles ne 
peuvent étre pathogénes qu’a la condition d’atteindre les 
vésicules pulmonaires; 

6° Que représente cette production minime & cété du nombre 
invraisemblable de particules que nous mettons en ceuvre pour 
réaliser la tuberculose expérimentale par inhalation ? Chaque 
milligramme de liquide pulvérisé artificiellement donne au 
moins 100.000 gouttelettes; et, d’une hauteur de 2™,20, aprés 
1 minute, il ne reste plus dans l’atmosphére de particules 
ayant plus de 30 micromillimétres. 

7° Mais encore, pour que l’inhalation. ait lieu, il faut que les 
dites particules soient aspirées avec une certaine force; le 
faible volume d’air inspiré & chaque fois (400 a 600 oan 
cubes), 4 une vitesse peu élevée, n’exerce une aspiration 
sensible que tout auprés de la. bouche et des narines, 4 quel- 
ques centimetres au plus; pour pénélrer dans les. premiéres 
voies respiratoires les particules devraient donc étre projetées 
directement, au moment de la toux et au moment d’une inspi- 


'(1) Comptes rendus de l' Acad. des Sciences, 24 février et 25 mars 1913. 
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ration de la personne voisine du malade, en face des orifices 
respiratoires de celle-ci, conditions qui seront rarement 
réalisées, 

Pour ces raisons théoriques et expérimentales, /a contagion 
naturelle par les particules liquides nous paratt, dés maintenant, 
irés dif ficilement réalisable; pour étre plus complétement édifié, 
il est nécessaire de procéder 4 d’autres recherches avec les 
crachats bacillaires et avec les malades. 


V 
EPREUVES DE TOUX ARTIFICIELLE AVEC DES CRACHATS BACILLAIRES. 


L’une de nos derniéres méthodes de recherche a consisté en 
la réalisation d’un disposilif en verre, dans lequel nous mettions 
des crachats riches en bacilles, et destiné 4 imiter si possible 
les conditions d’agitation des mucosités dans la toux du 
phtisique ; cette imitation était obtenue en faisant arriver sur 
les crachats un courant aérien suffisamment rapide. C’est ce 
que nous appelons l’épreuve de la toux artificielle. 


Caisse a inhalation de 126 L- 


Fic. 3. — Coupe verticale schématique de la caisse 126, 4 inhalation, 
disposée pour l’épreuve de la toux artificielle. Cr : crachats bacillaires dans 
le tube horizontal AB; CD : double coudure destinée a favoriser l’agitation 
des mucosités; EF: tube horizontal conduisant dans la caisse l’air qui a été 
au contact des crachats; T : tube de décompression; & gauche, en A, est 
adapté un tube de caoutchouc par lequel on souffle par secousses. 


Dans ce but nous avons pris un tube de verre de 1% milli- 
metres de diamétre intérieur, long d’environ 50 centimétres, 
que nous avons coudé en quatre endroits de la facon indiquée 
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sur la figure ci-contre, en A, B, C et D. Sur ce tube nous avons 
ajusté un ballon renversé, traversé lui-méme par un tube de 
14 millimétres, EF, ouvert aux deux extrémités (voir fig. 3); le 
raccord entre ces deux piéces fut exécuté d’une maniére hermé- 
tique & Vaide de cire & cacheter. 

Les coudures C et D correspondaient schématiquement aux 
rétrécissements laryngien et bucco-pharyngien; & leur niveau, 
la lumiére du conduit était diminuée par la flexion qui détermi- 
nait intérieurement a chaque angle interne un relief linéaire 
mousse analogue & une corde vovale. 


Exp. I. — Pour effectuer cette expérience nous avons mis dans le tube, 
en Cr, 25 grammes de crachats bacillaires tels qu’ils sont expectorés; leur 
teneur était de 63.500 bacilles par milligramme. Du coté A était adapté un 
long tube de caoutchouc, large de 14 millimétres. Le tube EF pénétrait par 
son extrémité libre dans notre caisse a inhalation de 126 litres; cette derniére 
contenait 8 cobayes. 

La toux artificielle fut obtenue en soufflant 100 fois, tres fortement et par 
secousses, dans le tube de caoutchouc. La quantité d’air expulsée par le 
tube était d’environ 1.200 cent. cubes 4 chaque fois, en un quart de seconde, 
ce qui donne une vitesse de 30 métres par seconde, et au total 120 litres 
dair. 

A chaque introduction d’air nous constations que les crachats étaient 
projetés sur le tube EF: l’air ayant subi un contact violent avec les mucosités 
se rendait ensuite dans la caisse a inhalation. A cause de la disposition 
réalisée les mucosités ne pouvaient étre entrainées en masse; elles retom- 
baient aussitot aprés leur projection dans la partie AB, d’ow elles étaient a 
nouveau chassées par lair. 

A la fin de l’épreuve, qui dura environ 5 minutes, les crachats, agités 
commeil vient d’étre dit, étaient complétement homogénéisés, ce qui n’a pas 
lieu dans les voies respiratoires du phtisique sous lactionde la toux. L’expé- 
rience fut donc plus sévére que dans les conditions naturelles. 

Les cobayes ont inhalé pendant 3 heures 43 minutes, l’air ayant frappé les 
crachats. L’un des animaux périt prématurément d’affection intercurrente; un 
autre mourut aprés 24 jours, temps suffisant pour le développement des 
tubercules, et fut reconnu indemne; les six aulres, sacrifiés 37 jours aprés 
Vinhalation, étaient parfaitement sains. 


Exp. II. — Effectuée avec le méme appareil et les expectorations d’un autre 
malade; ces expectorations contenaient 71.000 bacilles par milligramme. 
Les conditions expérimentales furent les mémes que précédemment. 

Les 8 cobayes exposés a l’infection restérent bien portants; sacrifiés apres 
34 et 35 jours, ils étaient indemnes de tuberculose. 


Exr. Ill. — Méme dispositif et méme facon d’opérer avec les crachats d'un 


troisitme malade; le produit contenait 62.000 bacilles par milligramme. 
Les 8 cobayes ayant inhalé furent tués aprés 38 jours; aucun deux n'élarl 


atteint de tuberculose. 
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Exp. IV. — Méme matériel et méme méthode avec les crachats d’un 
quatrigme phtisique; la richesse bacillaire de ces expectorations était de 
90.000 par milligramme. 

Sacrifiés 35 jours aprés l’expérience les 8 cobayes utilisés étaient pas 
tuberculeux. 


En résumé, sur 31 cobayes ayant inhalé (air qui a barboté 
dans des crachats bacillaires provenant de 4 malades éminem- 
ment contagieur, les conditions étant plus sévéres que celles 
‘réalisées pendant la toux, aucun animal nest devenu tubercu- 
Jeux. En d’autres termes, sous influence d’un brassage éner- 
gique par l’air, les mucosités n’ont laissé détacher aucune 
particule liquide respirable. 


Vi 


INHALATION DIRECTE, PAR LE COBAYE, 
DE L’AIR EXPIRE PAR DES PHTISIQUES, AU MOMENT DE LA TOUX. 


Il y a une trentaine d’années, un médecin franeais, 
Giboux (1), avait fait inhaler & deux lapins Vair expiré par des 
tuberculeux : cet auteur rapporte avoir communiqué la tuber- 
culose par ce moyen. 

Quelques années plus tard, Cadéac et Mallet (2), recueillaient 
dans un ballon de 40 & 50 litres, de 20 & 25 litres de l’air expiré 
par des tuberculeux; ils achevaient le gonflement avec de lair 
atmosphérique et donnaient le tout & inhaler a des lapins; ces 
animaux restérent bien portants. 

Ces expériences anciennes ne sauraient autoriser des conclu- 
sions fermes. Le lapin convient mal pour ces recherches, et 
cependant Giboux l’aurait tuberculisé (?). Si les sujets de 
Cadéac et Mallet sont restés indemnes, on peut et l’on doit 
objecter pareillement que le lapin est trop peu sensible aux 
petites doses de virus tuberculeux; mais il y a lieu de formuler 
une objection plus importante: c’est que, durant les. 
mancuvres de remplissage des ballons, pendant le temps 
employé pour le transport et les manipulations diverses, lair 
avait le temps de se débarrasser des particules bacillaires qu’il 


(1) Comptes rendus de l Acad. des Sciences, 1882. 
(2) Revwe de Médecine, 1887. 
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pouvait contenir au moment de son émission, et cela par 
simple dépét; les résultats négatifs ainsi obtenus étaient donc 
sans valeur. Enfin, si l’air expiré dans l’acte physiologique ne 
contient pas le virus tuberculeux, il ne peut en résulter que le 
gaz rejeté pendant les efforts de toux soit également inoffensif, 
les conditions mécaniques réalisées dans les voies respiratoires 
étant toutes différentes. 

En placant une cage contenant des cobayes & proximité de la 
bouche du malade, B. Heymann rapporte avoir obtenu I'infec- 
tion de quelques sujets, mais on ne saurait dire si cela est dt 
aux particules liquides inhalées directement ou & des pous- 
siéres provenant de la dessiccation de ces penne ou du 
malade lui-méme. 


On voit donc que la question de la nocivité de lair rejeté par 


le tuberculeux reste tout entiére & élucider. Malgré certaines 


difficultés pratiques, nous avons cru que, pour établir nos con+ 


clusions, il était indispensable d’expérimenter avec le malade. 


Pour savoir si le tuberculeux expire, au moment de la toux, 


de l’air chargé de particules liquides “respirables, il nous a 


semblé que la meilleure méthode consiste & recueillir cet air 
dans un récipient ot se trouvent des cobayes qui inhaleront 
immédiatement le gaz suspect. | 

- Dans ce but nous avons choisi des malades trés contagieux. 
eur notre caisse & inhalation de 86 litres dont il a déja été 
question, nous avons adapté 4 l’un des bouts un tube de 7 centi- 
métres de diamétre portant extérieurement un pavillon large 


de 20 centimetres (voir fig. 4 et 5 ci-contre). Sur le méme coté 


que ce pavillon était ek un tube de décompression T, de 


25 millimetres de largeur. La caisse étant fermée nous avons 
vérifié que, quand on toussait dans le pavillon, lair pénétrait a 
Vintérieur; pour s’en convaincre, il suffisait de mettre une 
flamme en face de lorifice T, et on constatait qu’a chaque 
effort de toux cette flamme était fortement soufflée; la méme 
vérification fut faite au cours de chacune des expériences qui 
suivent. 

Il convient encore de remarquer qu’avec cette disposition, 
lair rentrant par le pavillon et le tube qui le prolonge, est 
obligé de faire le tour de la boite pour atteindre le tube de 
décompression T; il se mélange done chaque fois 4 la masse 
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Une cage contenant des cobayes neufs était placée dans lap- 
pareil. A cdté de cette cage étaient deux bottes de Petri conte- 
nant de l'eau stérile; ces récipients devaient, en quelque sorte, 
servir de témoins et recueillir, sil en existait, une partie des 
gouttelettes liquides, méme non respirables; apres chaque 
expérience, le liquide de ces boites fut inoculé & 3 ou 4 cobayes 
pour chacune. 


Fic. 5. — Coupe horizontale schématique de la caisse 86 disposée pour 
Vinhalation de Vair expiré par le tuberculeux; Pa: pavillon dans lequel 
tousse le malade; 30: boite de Petri placée 4 30 centimétres environ de la 


-bouche du phtisique ; 80 : boite semblable placée 4 80 centimétres environ ; 


T : tube de décompression; F: direction du courant aérien. 


Exp. I. — Cette experience est faite avec le malade Bon..., dont les cra- 
chats contiennent environ 50.000 bacilles par milligramme. Tout élant pré- 
paré comme il est dit ci-dessus, et la caisse contenant 8 cobayes, le malade 
tousse environ 100 fois dans le pavillon, en une heure; les cobayes restent 
a respirer cet air pendant une heure vingt minutes de plus, c’est-a-dire qu’ils 
sont restés en tout deux heures vingt minutes dans la caisse a inhalation. 

Deux de ces animaux périrent trop tot; les siz survivants, sacrifiés quarante- 
deux jours aprés Vépreuve, wélaient pas tuberculeux. Ceux inoculés avec les 
bottes de Petri sont également restés sains. 


Exp. Il. — Exécutée de la méme maniére avec le malade Bac..., atteint de 
laryngite tuberculeuse et dont les crachats contenaient environ 100.000 bacilles 
par milligramme. Ce malade tousse trente fois en une heure. Les cobayes 
inhalent pendant une heure et demie au total lair expiré par ce malade. 

Un des cobayes meurt vingt-neuf jours plus tard: il est sain. Les sept 
autres sont sacrifiés quarante-quatre jours aprés l’expérience; aucun d’eux 
west atteint de tuberculose. : 


742 | ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Les cobayes inoculés sous la peau, avec le liquide des boites de Petri, 
sont également indemnes soixante jours aprés inoculation. 

Exp. Ill. — La méme épreuye est faite avec le malade Dum..., dont les 
mucosités sont riches en bacilles (environ 40.000 par Palen) es qui est 
également atteint de laryngite bacillaire. Ce malade tousse cinquante fois 
en une heure, et les cobayes inhalent au total pendant deux heures trente 
minutes. Deux des animaux périssent trop tot, d@affection intercurrente com- 
mune; les six survivants meurent ou sont sacrifiés vingt-huit, trente-neuf, et 
les quatre derniers, quarante-quatre jours aprés l’expérience; tous sont 
indemnes de tuberculose. 

Les cobayes inoculés avec le liquide des boites de Petri, sacrifiés apres 
un délai de deux mois, étaient sains. $ ; 


Exp. IV. — Réalisée avec le malade Dant..,, également atteint de laryngite 
bacillaire, et dont les mucosités contenaient environ 100.000 bacilles par 
milligramme. Ce malade tousse 150 fois en une heure. 

Les 8 cobayes inhalent pendant deux heures ; sacrifiés quarante-trois jours 
plus tard ils sont indemnes. Les animaux imoeulée sous la peau sont Sealer 
ment sains. 

Le malade meurt dix-huit jours aprés la réalisation de cette expérience. 

Exe. V. — Cette expérience et les suivantes sont faites dans des condi- 
lions plus sévéres. Au lieu de faire inhaler aux cobayes l’air expiré par un 
seul malade, au moment de la toux, nous faisons tousser successivement 
dans le pavillon de la caisse 86, pendant le séjour des cobayes, plusieurs. 
malades dont les expectorations sont particuliérement riches en bacilles. 

Quatre malades participent 4 la présente expérience ; ce sont: 

4° Bon..., environ 50.000 bacilles par milligramme de crachats; 2° Bill..., 
environ 60.000 bacilles; 3° Fay..., environ 25.000 bacilles; 4° Led..., environ 
50.000 bacilles par milligramme. 

La caisse a inhalation contient quatorze jeunes cobayes. L’expérience 
commence a midi vingt-cing par le malade Bon..., qui tousse 100 fois; aus- 
sitot aprés, Bill... tousse 150 fois; Fav..., tousse 20 fois seulement et Led..., 
50 fois. Cela fait en tout 320 efforts de toux dans une caisse de 86 litres et en 
deux heures. Aprés la cessation de la toux des quatre malades, les cobayes. 
continuent d’inhaler l’air de la boite pendant une heure de plus. 

Comme & Vordinaire il y avait en outre dans la caisse deux boites de 
Petri dont le contenu fut inoculé aprés lexpérience, 4 4 cobayes pour chaque 
récipient. 

Un cobaye ayant.inhalé périt six jours plus tard; les 13 survivants furent 
sacrifiés quarante-cing jours aprés lVexpérience; fous étaient parfaitement 
sains. Les sujets inoculés furent d’autre part reconnus indemnes de tuber- 
culose. 


Exp. VI. — Cette expérience est faite dans les mémes conditions qué la 
précédente, mais avec cing malades au lieu de quatre ; 

1° Danel..., 125.000 bacilles par milligramme de crachats; il tousse 70 fois 
en quacante ointies 

2° Bill..., 60.000 bacilles par milligramme } * tousse 120 fois en trente 
minutes ; 

3° Car..., 50.000 bacilles par milligramme ; il tousse 103 fois en trente-cing 
minutes: 
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4° Bon..., 80.000 bacilles par milligramme (les crachats de ce malade son 
plus riches que précédemment); il tousse 110 fois en vingt minutes ; 

5° Péj..., 60.000 bacilles par milligramme; tousse 100 fois en trente 
minutes. 

Cela fait en tout 503 efforts de toux. Il y avait dans la caisse 12 cobayes, 
qui inhalérent pendant trois heures quinze minutes. Pendant l’expérience la 
température extérieure était trés élevée ; les cobayes, recevant en outre l’air 
expiré par les malades et saturé d’humidité, furent trés incommodés; leur 
respiration était tres accélérée et ils étaient en sueur. 

Deux boites de Petri contenant de l’eau stérile se trouvaient dans la caisse 
a inhalation, aux endroits habituels, c’est-a-dire 4 30 et 80 centimetres de la 
bouche des malades. Le liquide de ces boites fut inoculé a la fin de l'expé- 
rience 4 4 cobayes pour chaque boite ; ces cobayes sont restés sains. 

Deux des cobayes Aa inhalation sont morts aprés trente-neuf jours: ils 
n'étaient pas tuberculeux. Les dix autres ont été sacrifiés le quarante-cin- 
quiéme jour aprés l’expérience ; sur ce nombre neuf étaient indemnes; le der- 
nier présentait un tubercule pulmonaire primitif caséeux bien développé, avec 
une adénopathie caséeuse prononcée et des lésions récentes de généralisa- 
tion, ces derniéres visibles dans le poumon (granulations grises), le foie et 
la rate. Les ganglions hépatiques étaient un peu dégénérés; ceux du mésen- 
tere et de la région cervicale étaient sains. Il s’agissait donc bien d’une 
tuberculose @inhalation datant d’environ quarante-cing jours, c’est-a-dire du 
moment méme de l’expérience. 


Exe. VII. — Effectuée dans les mémes conditions avec trois malades : 

1° Bon..., déja connu; 2° Danel..., également connu; 3° March..., qua- 
rante-cing ans, emphysémateux et cavitaire; crachats trés purulents, épais 
et émis en grande quantité, d'une teneur de 15.000 bacilles par milligramme. 

La caisse étant préparée avec 12 cobayes et des boites de Petri, le premier 
malade tousse 80 fois en quarante minutes; le second tousse 80 fois égale- 
ment, mais en vingt-cing minutes; le troisiéme tousse 90 fois en cinquante 
minutes. Au total, la caisse recoit 250 efforts de toux et les cobayes inhalent 
pendant trois heures. 

Les animaux ayant inhalé ont été sacrifiés aprés quarante-cing jours, ainsi 
que ceux ayant été inoculés; aucun ne présentait la moindre trace de tuber- 


eulose. 


Exe. VIII]. — Cette expérience est effectuée, toujours selon la méme 
méthode, avec deux autres malades: 1° Sor..., trente-cing ans, tuberculeux 
cavitaire crachant beaucoup; mucosités purulentes épaisses contenant 
80.000 bacilles par milligramme; légére laryngite bacillaire. 2° Péj..., déja 
connu. 

Le malade Sor... tousse 53 fois en trente-cing minutes ; Péj... le remplace 
aussitot et tousse 114 fois en cinquante minutes. Les cobayes continuent 
d’inhaler l’air suspect pendant quarante minuies. En résumé, deux malades 
ont toussé 167 fois et les cobayes ont subi Vinhalation pendant deux heures. 
Comme précédemment, le liquide des boites de Petri a été inoculé a 
8 cobayes. 

Tous cés animaux ont été sacrifiés quarante-quatre jours plus tard : 
aucun deux n’éiait tuberculeux a quelque degré que ce fut. 


Daus ces huit derniéres expériences, consistant dans l’inha- 
49 
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lation de l’air expiré au moment de la toux, nous avons opéré 
au total avec 12 phtisiques des plus contagieuz, lesquels ont 
toussé 1570 fois dans notre appareil; certains de ces malades 
se sont prétés plusieurs fois & l’épreuve. 79 cobayes ont subi 
linhalation directe de lair expiré pendant la toux; sur ce 
nombre d'animaux un seul a contracté un tubercule pulmonaire 
primitif dont lorigine ne peut étre indiquée avec certitude. 

Ce cas d’infection minima est-i] di a une particule liquide? 
Cela est possible, bien que, dans ces huit expériences, et dans 
l'expérience VI en particulier, le résultat de inoculation du 
liquide recueilli dans les boites de Petri exposées dans la caisse 
ait toujours été négatif; or 16 boites de Petri ont été inoculées 
a 64 cobayes! Malgré le grand nombre des séances de toux la 
quantité de particules liquides émises a été nécessairement 
infime, puisque dans nos récipients il n’a été récolté aucune 
gouttelette, méme grossiére, 4 30 centimétres de la bouche des 
malades. / 

L’infection accidentelle par une particule séche provenant de 
Pun de nos sujets nous parait plus vraisemblable, car plusieurs 
d’entre eux étaient sales : le malade Bill... avait une trés longue 
barbe; Dan... possédait un mouchoir qui, par agitation, les jours 
suivants, a communiqué la tuberculose & un haut degré & tous 
nos cobayes, et cela aprés plusieurs jours de dessiccation; Jes 
cheveux mémes de ce malade se sont montrés virulents. En 
présence de certaines difficultés, pour réaliser ces expériences 
Winhalation de lair expiré, nous n’avons pu obtenir les pré- 
cautions rigoureuses que nous eussions désirées & l’égard des 
particules séches pouvant provenir du malade ou de ses 
vétements. 

Quoi qu'il en soit, si nous considérons ce cas positif comme 
imputable & une gouttelette bacillifére, nous devons également 
remarquer que, pour l’obtenir, il a fallu multiplier les épreuves, 
recueillir une grande quantité d’air dans un récipient et faire 
inhaler cet air par de nombreux cobayes. Dans la nature le 
danger serait beaucoup moindre, la dilution immédiate de lair 
expiré le réduisant dans des proportions considérables, 


Conciusions. — Nous croyons pouvoir conclure de l’ensemble 
des expériences qui précédent, qui ont été exécutées par diverses 
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méthodes et dont les résultats sont concordants, que Ja contagion 
de la tuberculose par les particules liquides directement inhalées 
ne peut avoir lieu que irés rarement et avec la plus grande dif fi- 
cwlté. Le muco-pus bronchique se comporte vraiment comme 
un produit de défense quia pour réle de conglober les produits 
nocifs et de faciliter leur expulsion en masse; il en empéche la 
division et la dispersion dans les parties saines du poumon et 
du tube digestif, au moins pour la plus grande partie; il 
diminue !’étendue des contacts ayec les muqueuses; il rend 
impossible Ja pollution de l’atmosphére et s’oppose ainsi, dans 
une trés large mesure, sinon totalement, 4 la contagion directe 
par les gouttelettes. La présence de mucine dans la salive buc- 
cale, dont la richesse bacillaire est beaucoup moindre, remplit 
le méme role de protection. 

Pour mieux apprécier ces résultats, il est nécessaire de les 
rapprocher de ceux, constamment positifs, que nous avons 
obtenus avec les crachats secs, en procédant par brossage ou 
agitation de linges bacillaires (41), et de ceux, également 
positifs, qui nous ont été fournis par des expériences de coha- 
bitation de cobayes avec les malades; ces derniéres recherches 
feront l'objet d'un prochain mémoire. 


La plupart des expériences qui précédent ont été effectuées 
dans le service de notre excellent maitre, M. le professeur 
Letulle, & Vhépital Boucicaut; c'est pour nous un agréable 
devoir & remplir que de lui exprimer ici notre inaltérable 
reconnaissance, pour son bienveillant accueil et pour la solli- 
citude qu’en maintes circonstances il a bien voulu nous 
témoigner. 


(1) P. Cuaussé, Transmissibilité de la tuberculose par brossage de véte- 
ments souillés. Bull. de V Acad. de Médecine, 13 mai 1913, et Revue d’Hygiéne et 
de police sanitaire, du 20 mai 1913. 

P. Cuaussié, Transmissibilité de la tuberculose par agitation de linges bacil- 
laires. Bull. de Acad. de Médecine, 22 juillet 1913, et Revue d’Hygiéne et de 
police sanitaire, du 20 octobre 1913. 
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Erratum. — La figure qui porte le n° 3 dans le premier mémoire de 
M. Chaussé (ces Annales, juin 1914, p. 615), doit étre remplacée par la figure 
ci-dessous, la légende étant conservée. 


Caisse a inhalation 


L’INFLUENCE DE LA REACTION DU MILIEU 
SUR L’ACTION DE L'INULASE DE L’ASPERGILLUS NIGER | 
par A. KIESEL 


(Travail du laboratoire de M. le professeur Gabriel Bertrand.) 


L’inulase, découverte par Green (1) dans les tubercules en 
germination du topinambour, fut retrouvée par Bourquelot (2) 
dans le mycélium de l Aspergillus niger. Mais, déja avant la 
découverte de Green, Bourquelot (3) avait observé le dévelop- 
pement de cette moisissure sur un milieu contenant de l’inu- 
line, fait qui rendait trés probable l’existence de l’inulase dans 
PAspergillus niger. 

L’inulase a été étudiée ensuite dans la méme moisissure, par 
Dean (4), Richaud (5) et dans les derniers temps par Boselli (6). 

Pour Vinulase du topinambour, Green a indiqué que action 
optimale sur l’inuline avait lieu a 40 degrés en solution ngutre, 
en ajoutant toutefois que la présence de traces d’acide ne génait 
pas, mais favorisait plutét la réaction. L’acidité du suc du topi- 
nambour correspondait dans ses expériences 4 0,001 p. 100 ou 
& 4/3640-norm. HCl, et c’est cette concentration qu’il a appelée 
optimale dans son livre sur les diastases (7). 

La réaction alcaline fut trouvée trés nuisible par Green. 

L’inulase de l’Aspergillus niger se comporte en général de la 
méme facon envers les acides et les alcalis, quoique les auteurs - 
qui se sont occupés de cette question donnent des chiffres trés 
différents pour les concentrations optimales et paralysantes des 
acides. 


(1) Annals of Botany, vol. I, 1888, p. 223. 

(2) Journ. de pharm. et de chim., 5¢ série, t. XXVIII, 1893, p. 5; Comptes 
rendus de l’Acad. des sciences, t. CXVI, 1893, p. 1143. 

(3) Journal de Vv Anatomie et de la Physiologie, 1886, p. 193. 

(4) Bot. Gaz., t. XXXV, 1903, p. 24. 

5) Thése (1900), Recherches physiologiques sur l’inulase et sur l’inuline. 

6) Annales de UInstitut Pasteur, t. XXV, 1914, p. 695. 

7) Die Enzyme, p. 85 (Trad. de Windisch, 1901). 
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Ainsi Dean (1) indique une trés petite concentration opti- 
male : 0,0001-norm. pour l’acide sulfurique & +- 35-37 degrés. 
Déja 0,0002-norm. est moins favorable, 0,001-norm. diminue 
et 0,01-norm. arréte l’action de la diastase. Boselli (2) trouve, 
pour la méme température (35 degrés), une concentration opti- 
male beaucoup plus forte : en ajoutant toujours une solution 
diastasique neutralisée a I’hélianthine, il trouve la concentration 
optimale pour l’acide sulfurique 4 0,009-norm. et pour I’acide 
acétique & 0,16-norm. L’action de l’inulase ne se produisait 
plus en présence des concentrations dépassant 0,06-norm. pour 
Vacide sulfurique et 0,60-norm. pour acide acétique. 

Quant & l’action des alcalis, nous ne trouvons des indications 
précises que chez Dean : la potasse caustique 4 0,0001-norm. 
affaiblit déja, & 0,001-norm. diminue fortement et a 0,01- 
norm. arréte complétement l’action diastasique. D’aprés Boselli, 
la concentration de la soude caustique & 0,002-norm. suffit pour 
arréter le dédoublement de Vinuline par linulase de l’Asper- 
gillus niger. 


Dans le présent travail, j’ai eu lintention de vérifier les 
résultats des auteurs que jai cités en tenant compte du chan- 
gement de la réaction du milieu par l’addition de la diastase (3) 
et d’étudier en méme temps l’action comparée de divers acides 
dans le dédoublement diastasique de l’inuline en présence d’inu- 
lase, comme cela a déja été fait pour quelques autres diastases : 
la laccase, la peroxydiastase, la sucrase et la maltase (4). 

Kn prenant comme critérium de l’activité des acides lés con- 
centrations optimales, — les plus caractéristiques pour le pro- 
cessus diastasique — j’ai constaté l’absence d’un optimum assez 


G. Berrranp et M. et M™° Rosensiatt, Annales de l'Institut Pasteur, t. XXVI, 
1912, p. 3212. 

(4) G. Bertranp, Bulletin de la sociéte chimique, 4¢ série, t. I, 1907, pe 1420): 
G. Bertranp et M'e Rozensanp, ibid., t. V, 1909, p- 296; Fernsacu, Annales de 
UInstitut Pasteur, t. III, 1889, p. 5314; Gorensen, Trav. du lab. de Carlsberg, 
t. VIII, 1909, p.4; Eurer et Bera ar Uceras, Zeit. f. phys. Chem., t. LXV, 1910, p.424; 
Hupson et Parne, Journ. Amer. Chem. Soc., t. XXXII, 1910, p. 774; MicwaExis 
et Davinson, Bioch, Zeit., t. XXXV, 1911, p. 386; G. Bertrann et M. et Mme Ro- 
SENBLATT, Bulletin de la sociélé chimique, 4° série, t. XI, 1912, p. 176 et 464 
rr atime These, Fribourg, 1911; Zeit. f. physiolog. Chem., t. LXXX, 1942. 
p. 182. 
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bien défini pour qu’on puisse faire le calcul d’activité avec 
quelque précision. I] est évident que je ne pouvais pas obtenir 
une série de chiffres comparable & celle qu’ont obtenue G. Ber- 
trand et M. et Mm Rosenblatt (1). C’est pour cela que je me 
suis contenté d’étudier seulement un petit nombre d’acides. 

Les acides étudiés étaient les acides sulfurique, chlorhy- 
drique, phosphorique et acétique. 

Outre linfluence des acides nommés, j’ai encore étudié celle 
du carbonate de sodium, de certains sels acides, ces derniers 
étant choisis d’une acidité croissante comme l’indique le tableau 
suivant : - 


A L’HELIANTINE A LA PATALEINE 


Carbonate de soude..... . Alcalin. Alcalin. 
Phosphate bisodique. . . . Alcalin. Neutre. 
Citrate bisodique....... Neutre (2). Acide (2). 
Phosphate monosedique . . Neutre. Acide. 
Citrate monosodique. .. . Acide (2). Acide. 


L’inuline qui a servi pour les expériences provenait des 
tubercules de Dahlia et m’était généreusement fournie par 
M. G. Bertrand. ’ 

La diastase était employée sous forme d’extrait de mycélium 
d’ Aspergillus niger, cultivé & 35 degrés sur le liquide de Raulin, 
pendant soixante-dix-sept heures. Aprés un rapide lavage avec 
de l’eau distillée, le mycélium était desséché dans le vide a 
28 degrés et pulvérisé. Pour chaque série d’expériences on uti- 
lisait une macération fraiche. On broyait 0,25 gramme de la 
poudre avec un peu d’eau, on amenait le volume a 25 cent. 
cubes et on laissait macérer pendant vingt-quatre heures a 
35 degrés. Aprés avoir filtré, on diluait le liquide diastasique 
complétement limpide avec trois volumes d’eau. Pour chaque 
expérience, on prenait 2 cent. cubes de ce liquide dilué. 


Dans ces 2 cent. cubes on trouva : 


Résidu sec apres l’'évaporation deleau..........+.. 2 milligr. 
AlcAlinitérambmelanthine 2. ~peue ie) 4,2 cent. cube. 0,001-norm. 
Acidité a la phtaléine du phénol. ..... 2 » cent. cubes. 0,004-norm. 


En calculant Valcalinité et l’acidité de la solution diastasiqne 
pour 6 cent. cubes du liquide total de chaque expérience nous 


(1) Loc. cit.. 
(2) G. Bertrann, Bulletin de la Société chimique, 4° série, t. I, 1907, p. 1128, 
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trouvons un changement de la réaction di & la diastase intro- 
duite égal a : 


Alcalinité al lihéliantine wane erie ems 4/4800-norm. 
Acidité 4 la phtaléine du phénol........ 1/3000-norm. 


Dans chaque expérience, faite dans de petits tubes a essai 
en verre d'Iéna, on pesait dans le tube 100 milligrammes d’inu- 
line. On les dissolvait dans 1 & 4 cent. cubes d’eau en plongeant 
le tube dans l’eau bouillante un temps juste suffisant pour la 
dissolution. Aprés le refroidissement rapide du tube, on ajoutait 
la dose correspondante d’un acide titré et convenablement dilué 
pour avoir en tout 4 cent. cubes. Ensuite, on ajoutait 2 cent. 
cubes de la solution diastasique et V gouttes de toluene. Aprés 
avoir bien mélangé le contenu des tubes, on abandonnait ceux- 
ci, pendant vingt heures, plongés dans l’eau, dans une chambre 
thermostat 4 + 35 degrés. 

On trouvait ainsi, 4 la fin des expériences, dans les tubes sans 
acide, un dédoublement de l’inuline correspondant & peu prés 
a 20 milligrammes du sucre réducteur; alors il y avait toujours 
un grand excés d’inuline inattaquée. 


Dans chaque série d’expériences, il y avait toujours deux 
témoins sans acide que l'on analysait l'un au commencement, 
Pautre a la fin de la série. 

Pour arréter les expériences, on ajoutait III gouttes de soude 
normale aprés avoir neutralisé l’acide ajouté, en refroidis- 
sant le tube. Cette quantité fut trouvée suffisante pour arréler 
complétement l’action diastasiqne sans détruire le lévulose 
formé, 

Les doasges du sucre réducteur ont été faits suivant la 
méthode de G. Bertrand (1). 

Chaque expérience avec les acides comportait un témoin 
préparé dans les mémes conditions, avec la seule différence 
que la diastase était préalablement inactivée par chauffage au 
bain-marie. 

Ces témoins ont démontré que l’inuline est fortement hydro- 
lysable méme par les concentrations trés faibles des acides. 


(1) Bulletin de la Société chimique, 3° série, t. XXXV, 1906, p. 1285. 


eS 
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ACTION DES ACIDES 


Tous les acides étudiés produisaient une action favorisante 
sur le dédoublement diastasique de l’inuline, méme si on les 
ajoutait en quantités si petites qu’elles ne suffisaient pas pour 
la neutralisation de Valcalinité de la diastase a l’héliantine 
(1/4800-norm. ). 

Ainsi, j'ai trouvé une augmentation suivante de l’activité de 
la diastase : 


Avec 41/12000 mol.-gr. d’acide sulfurique........ 414 p. 100 
Avec 1/6000 = Ghouls Gnormchrowe. 55 4 = = yo — 
Avec 1/12000 —  dacide phosphorique...... 4 — 
Avec 1/6000 a raACIGeracellquel. 3. sich + aie) sie A — 


Ces chiffres nous prouvent que l’activation était & peu prés 
la méme dans le cas de tous Jes acides étudiés. Mais on remar- 
quait encore une activation produite par les acides en concen- 
trations plus petites. 

En augmentant les concentrations en dehors de la neutralilé 
a Vhéliantine, on observa une différence trés nette entre 
lacide acétique et les acides minéraux. Pour l’acide acétique, 
Vactivation atteinte par la neutralisation & l’héliantine de la 
solution diastasique ajoutée changea trés peu jusqu’a la con- 
centration oi on commenca a trouver une diminution d’activité 
de la diastase, c’est-a-dire jusqu’a environ 1/5 mol.-gr. Pour les 
autres acides, l’activation par les concentrations, dépassant la 
neutralité a I’héliantine, augmentait assez réguliérement et 
atteignait un chiffre maximum qui était situé dans une zone 
plus ou moins large des concentrations croissantes. 

L’optimum, ou l’activation maxima, était situé dans les 
limites suivantes : 


Avec lacide sulfurique. ..... Entre 1/343 et 41/240 mol.-gr. 
Avec l’acide chlorhydrique. . . . Entre 1/120 et 1/100 mol.-gr. 
Avec l’acide phosphorique. . . . Entre 1/90 et 1/72 mol.-gr. 
Avec Lacidesacétigue. . «= a. Entre 1/2000 et 1/50 mol.-gr. 


Pour l’acide acétique, il y avait aprés celte zone un affaiblis- 
sement d’activation, mais cet affaiblissement était tellement 
lent que les limites de la zone optimale ne pouvaient pas étre 
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précisées. Peut-étre aurait-il fallu étendre cette zone dans la 
direction des concentrations plus grandes, 

Dans la série des concentrations croissantes, il ne manquait 
pas dirrégularités (1) dans les résultats trouvés de l’action dias- 
tasique ; seulement, ces irrégularités, chose inexplicable, étaient 
les plus grandes en présence des petites concentrations de tous 
les acides et en présence de l’acide acétique de toutes concen- 
trations, c’est-a-dire dans tous les cas de faible activation du 
phénoméne diastasique. 

En prenant les moyennes dans les zones optimales des acides, 


nous avons : 


z 2 ACTIVITE COMPAREE DES ACIDES s & 
ao (HCl = 100) EN PRESENCE DE 2 2 
IS) BOO 
Ee EES 
rs = fis 
oa linulase sucrase — sucrase = n 8 
o& de de de eye 
S S VAsp. Nig. | levure (1). |l’Asp. Vig. (41). gotta 
Ac. sulfurique. . . .|. m/294 265 198,58 | 98,23 107,2 
Ac. chlorhydrique . .| m/110 100 100 » 100 » 100» 
Ac. phosphorique . .| m/81 74 19.6 SORD 18,63 
AC. acétique. «% 15 4 z (?) 10,7 2,38 0,40 


(1) G. Berrranp et M. et Mme Rosensuatt, loc. cit. 
(2) W. Ostwatp. Jahresb. iib. Fortsch. d. Chem., 1884, p. 24 


On voit ,bien qu'il n’y a pas de correspondance étroite entre 
activité des acides dans le dédoublement diastasique de l’inu- 
line et celle‘dans les autres phénoménes, quoique les acides 
se suivent dans le méme ordre dans tous les cas. 

Les résultats trouvés sont ainsi en général d’accord avec les 
résultats de G, Bertrand et M. et M™ Rosenblatt (2). C’est-a- 
dire qu’a cdté de V'action des ions des acides, nous avons trouvé 
une action indubitable des anions dans le phénoméne diastasique. 

La plus grande activation était obtenue avec les acides chlor- 


(1) Irrégularités dues aux petites erreurs inévitables dans le mesurage des 
solutions constituantes. 


(2) Loc. cit. 
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hydrique et phosphorique ; Vacide sulfurique a montré une 
activation moins grande. 
Activation peinalee : 


AVee. F aeide SuUriquey yo a, sts a oe) as ss Ss 54 p. 100 
Avec lacide thlorhydrique «9... 7... es. 718 — 
Avecsacidesphosphorigquer sa. bas sree ao. ot 1 — 
iNveculacid eracetiquer ma geese. co stent es B. 20 — 


Comme concentrations maximales arrétant le dédoublement 


diastasique de l’inuline, on trouva : 
ActiviTE HG] = 100 


Avec l’acide sulfurique ... > 1/48 mol.-gr. 190 
Avec l’acide chlorhydrique. . > 1/25 mol.-gr. 100 
Avec l’acide phosphorique. . > 1/3 mol.-gr. 12, 
Avee lacide acétique .... >3  mol.-gr. le? 


L’activité des acides calculée pour les concentrations maxi- 
males présente une différence assez grande avec l’activité en 
concentrations optimales. 


ACTION DES SELS ALCALINS 


Le carbonate de sodium et le phosphate bisodique, si on prend 
leur alcalinité correspondant a I’héliantine, c’est-a-dire l’alca- 
linité moléculaire du phosphate égale 4 la moitié de lalcalinité 
moléculaire du carbonate de sodium, se montrent dans les 
concentrations initiales & peu pres d’un méme effet nuisible. 

En comparant de cette facon les résultats obtenus avec les 
différentes concentrations de ces sels nous avons trouvé : 


4/12000 1/6000 1/3000 1/2000 1/1000 1/750 1/500-norm. 


’ 


Carbonate desodium. 16,2 14,2 9,9 6,6 1,8 Toil Oj, 70 weayear. 
Phosphate bisodique. 16,2 13,3 8,9 Hoe 5a Vinay salagl stores 


Dans ce tableau, on a marqué les quantités de sucre réduc- 
teur formé en m.-gr.; au-dessus de ces chiffres on a mis les 
concentrations correspondantes des sels par rapport 4 l’hélian- 
tine. Nous voyons qu’au commencement, jusqu’a la concen- 
tration 1/3.000-norm., le carbonate de sodium est méme un peu 
moins défavorable que le phosphate ; aprés cette concentration, 
lordre est renversé, mais ce n’est qu’a partir de la concen- 
tration 1/2.000-norm. (1/4.000-mol. pour le carbonat de 
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sodium) que l'action pernicieuse du carbonate augmente rapi- 
dement, tandis que l’action du phosphate monte peu a peu et 
n’arréte méme pas complétement le dédoublement diastasique 
de l’inuline a une concentration de 1/100-norm. 

On comprend bien cette différence brusque dans l’action du 
carbonate de sodium aprés 1/4:000-mol., si on se souvient que 
la concentration de 1/3.000-mol. de carbonate de sodium (1) cor- 
respond & Ja neutralisation & la phtaléine de la solution diasta- 
sique ajoutée. Le phosphate bisodique, neutre a la phtaléine 
du phénol, ne peut pas dépasser ce point de réaction du milieu 
Le carbonate le dépasse. 


TABLEAUL 


, MILLIGRAMMES DE SUCRE REDUCTEUR 


[sodium] 
4 


Concentrations en norm.a l'héliantine. 


Fic. 4. 


Les courbes de la figure I nous donnent l’illustration de 
ces faits et des expériences faites avec les deux sels nommés. 
L’influence pernicieuse des alcalis est mesurable non seule- 
ment par rapport & l’héliantine, mais aussi par rapport & la 
phtaléine du phénol. 


ACTION DES SELS ACIDES 


Les sels étudiés présentaient certains inconvénients. Em- 
ployés a de grandes concentrations, ils commengaient & préci- 


(1) Ou 1/3.000-norm. a la phtaléine du phénol. 
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piter l'inuline. Cette précipitation devait sirement étre suivie 
d’une diminution du dédoublement qui ne correspondait pas & 
action du sel sur le travail de la diastase. 

D’autre part, dans les concentrations encore plus grandes, ow 
Yaction était encore favorable, les sels commencaient & se 
dissoudre trés lentement dans les conditions données : on était 
obligé d’ajouter les sels dans ces cas a l'état solide & cause 
de l'impossibilité d’avoir des solutions bien mesurables (1) ou 
en solutions assez concentrées, avant l’introduction du liquide 
diastasique. Aprés l'introduction de la solution diastasique, 
on ne pouvait plus chauffer les tubes pour faciliter la disso- 
lution et on comprend bien qu'il devait y avoir dans ces 
conditions des grandes irrégularités, méme dans les expériences 
identiques. Les résultats obienus pour les grandes concentra- 
tions ne présentent qu’une précision trés petite. 

L’action du citrate monosodique est trés différente de l’action 
de deux autres sels. Elle ressemble surtout a l’action de l’acide 
acétique : le citrate monosodique active déji Vinulase & de 
petites concentrations (pour 1/41.200 mol.-gr. l’activation est de 
16 p. 100); il ne change presque plus du tout cette activation 
jusqu’a 1/20 mol.-gr.; enfin, activation devient de plusen plus 
petite et, pour 1/4,8 mol.-gr. du sel, l’action diastasique revient 
au niveau de l’action en l’absence du sel. Le maximum de l’acti- 
vation trouvé dans toutes les expériences (19 p. 100) est & peu 
pres le méme que pour I’acide acétique. Nulle concentration 
n’arrétait le travail de la diastase. 

Le citrate bisodique et le phosphate monosodique agissaient 
en général de la méme facon. Seulement, le phosphate com- 
mencait & produire son action sous des concentrations plus 
petites : pour le phosphate, on trouva une activation nette a 
1/100 mol.-gr., pour le citrate seulement a 1/10 mol.-gr. Néan- 
moins, l’action du citrate augmentait plus vite et dans sa con- 
centration optimale, prés de 1,5 mol.-gr., le citrate produisait 
une activation plus forte. A vrai dire, on remarqua déja & cette 
concentration une précipitation partielle de linuline et aussi 
une solution incompléte des sels. Les grandes irrégularités 
dépendant de ces deux fails dans les expériences paralléles ne 


(1) A cause de la grande viscosité. 
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nous permettent pas de tirer des conclusions irréprochables. 
: perc 
S'il n’y avait pas intervention de ces faits secondaires, l’opti- 
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mum deyrait étre trouvé probablement en présence des concen- 
trations plus fortes des sels et le dédoublement de Vinuline 
aurait été trouvé plus grand. Je dois ajouter que les deux 
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inconvénients dans les expériences étaient plus marqués en 
présence du phosphaste. 

Pour ces raisons je me suis contenté de donner ici les ré- 
sultats trouvés sous forme de courbes dans la figure Il. Les 
courbes 2 et 3 représentent les résultats maxima et minima 
obtenus pour le phosphate dans deux séries d’expériences. 

On pouvait s’attendre & ce que l’inulase, étant favorisée par 
les acides, surtout par les acides minéraux, serait plus favo- 
risée par le sel acide plus dissocié et donnant plus d'ions H, 
c’est-a-dire plus favorisée par le citrate monosodique que par 
le citrate bisodique (1). En réalité, c’est inverse qu’on a trouvé, 
le citrate bisodique produisait une action plus forte, quoique, 
en rapport avec la dissociation plus petite, sa concentration 
optimale était trouvée plus forte que pour le citrate monoso- 
dique. 

Les plus grandes activations trouvées étaient : 


AWeCrlO Citrate mMOnOSOGIGUe. .) =) re Gner ee 19 p. 100 
AVEC lel ClUnabe bISOGIGUC suet) te tenes 4) el 104 — 
Avec le phosphate monosodique......... 31 — 


Cette action plus forte produite par le citrate bisodique reste 
inexplicable. 


(1) D'aprés KasLenserG et Austin (Journ. of physic. chem., t. IV, 1899, 553), 
4 gramme d’ions H, dosés d’aprés l’inversion du saccharose par les solutions 
de 1/128 mol.-gr., est contenu dans 6,666 litres de solution de citrate mono- 
sodique et 21,333 litres de citrate bisodique. 
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